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1 Motivation und Zielstellung 
 
„Alle Ding sind Gift, und nichts ist ohn Gift, nur die Dosis macht, dass ein Ding kein Gift 
ist“ (1537/38: 7 Defensiones, 3. Defension II) stellte bereits Philippus Theophrastus 
Aureolus Bombastus von Hohenheim fest. Diese These stimmt auch heute noch, wenn es 
u. a. um die Risikobewertung von Medikamenten und Chemikalien geht.  
 
Nachdem am 1. Juni 2007 die europäische Verordnung über die Registrierung, Bewertung, 
Zulassung und Beschränkung von Chemikalien (REACH: VO (EG) Nr. 1907/2006) in 
Kraft trat, sind seither Hersteller und Importeure verpflichtet, alle Informationen von 
Chemikalien bereitzustellen.1,2 Dies betrifft Auskünfte über die physikochemischen 
Eigenschaften und die toxischen Potentiale von neuen und auf dem Markt bereits 
befindlichen Chemikalien (Altlasten). Der Fokus liegt im Schutz der menschlichen 
Gesundheit und der Umwelt gegenüber derartiger Expositi. Allerdings birgt eine 
Risikobewertung die Gefahr, dass für die Umsetzung selbiger der Einsatz an Tierversuchen 
zunimmt. Daher soll die Verwendung von Tierversuchen auf ein notwendiges Mindestmaß 
reduziert und wenn möglich durch alternative Testmethoden ersetzt werden.3 Dieser 
Ansatz von REACH steht auch mit dem von Russel und Burch formulierten 3R-Prinzip im 
Einklang. Nachdem soll die Versuchsmenge reduziert (Reduction) und die Tiere während 
der Versuche weniger belastet (Refinement) werden. Stehen aussagekräftige 
Alternativmethoden zur Verfügung, müsste nach dem letzten Prinzip auch der Ersatz des 
Tierversuches (Replacement) erfolgen.  
Im Zuge einer Ersatzmethode kommt es stets zu einer Limitierung der möglichen 
biologischen Reaktionswege. Ersatzmethoden entsprechen nie einem komplexen 
Stoffwechselsystem, das letztendlich für eine toxische Wirkung relevant ist. Um einem 
sich ergebenden Informationsverlust entgegenzuwirken, ist es möglich, die Ergebnisse aus 
verschiedenen alternativen Testmethoden als integrierte Teststrategien (ITS) 
zusammenzuführen. Im Rahmen der ITS kann z. B. über eine Zusammenführung der 
Resultate aus biologischen (in vitro), chemischen (in chemico) und computerbasierten 
nichtexperimentellen (in silico) Methoden eine systematische Risikobewertung erfolgen.4 
Entsprechend könnte eine In-vitro-Methode zur Interpretation der toxischen Wirkung eines 
Fremdstoffes gegenüber aquatischen Organismen eingesetzt werden. Exemplarisch wird 
im Bioassay ein Modellorganismus wie Einzeller Daphnia magna oder Vibrio fischeri mit 
einer Chemikalie exponiert.5,6 Kommt es zur Wachstumshemmung, können 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen erstellt und damit die effektive Konzentration 
(50%-ige Wachstumshemmung, EC50) als Maß der Toxizität bestimmt werden. Der 
toxische Effekt hängt maßgeblich von der chemischen Struktur insbesondere von 
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vorhandenen funktionellen Gruppen ab (Struktur-Aktivitäts-Beziehung) und ermöglicht die 
Ableitung von Struktur-Aktivitäts-Beziehung.  
Die toxizitätssteuernden strukturellen Eigenschaften eines Fremdstoffes werden zudem in 
In-chemico-Ansätzen genutzt. In dieser abiotischen Methode ist u. a. eine 
Reaktivitätsbestimmung von Chemikalien gegenüber einer Modellsubstanz wie das 
Modellnukleophil Glutathion im Labormaßstab möglich.7 Aus der Reaktion elektrophiler 
Fremdstoff und Modellnukleophil lassen sich anschließend Struktur-Reaktivitäts-
Beziehungen ableiten, die Hinweise auf die toxische Wirkung geben. In einem weiteren 
vereinfachten Modell kann die Reaktivität von Fremdstoffen mit einzelnen DNA-
Bausteinen wie Guanin oder Proteinbausteine wie Lysin als Modellnukleophil bestimmt 
werden. 8 
Ein weiterer Modellansatz sind sogenannte In-silico-Methoden, bei denen die 
toxikologische Charakterisierung eines Fremdstoffes rein mechanistisch erfolgt. Durch 
quantitative Struktur-Aktivitäts-Beziehungen wird das toxische Potential aufgrund der 
zugrunde liegenden Molekülstruktur berechnet.9 Für die Ableitung einer quantitativen 
Beziehung zwischen einer biologischen oder chemischen Wirkung eines Moleküls und 
dessen Struktur können für In-silico-Ansätze experimentelle Toxizitätswerte aus In-vitro-
Ansätzen aber auch Daten aus In-chemico-Ansätzen herangezogen werden. Somit könnten 
über diese Zusammenführung der Ergebnisse im Rahmen von ITS hinreichende Kenntnisse 
über das ökotoxikologische Wirkprofil von Substanzen gewonnen werden.  
Weisen Substanzen eine ähnliche Grundstruktur (Strukturalarm) auf, ist anschließend eine 
Interpolation von Ergebnissen möglich: Stoffe können als Stoffgruppe betrachtet werden, 
wenn „deren physikalisch-chemischen, toxikologischen und ökotoxikologischen 
Eigenschaften infolge struktureller Ähnlichkeit voraussichtlich ähnlich sind oder einem 
bestimmten Muster folgen, [...]“10 Dieses Prinzip der Gruppenzusammenführung ist  
Grundlage des Analogiekonzeptes (read across). Dadurch minimiert sich die tatsächlich zu 
messende Chemikalienanzahl.11 Es wird daher deutlich, dass die toxische Wirkung eines 
Fremdstoffes von seiner Struktur und dem Substitutionsmuster beeinflusst wird. 
  
Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war es, eine Bioassay-Analyse mit dem Ciliaten 
Tetrahymena pyriformis von elektrophilen und proelektrophilen organischen Fremdstoffen 
durchzuführen und Aussagen über deren potentielle aquatische Toxizität zu treffen. 
Weiterhin sollte überprüft werden, ob dieser Einzeller aufgrund seiner Enzymkapazität als 
In-vitro-Methode im Rahmen von ITS geeignet ist, um auch den proelektrophilen 
Fremdstoffeinfluss toxikologisch zu charakterisieren.  
Über die Bestimmung der Wachstumshemmung infolge einer Fremdstoffexposition sollten 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen aufgestellt und der EC50-Wert bestimmt werden. 
Gelingt dies, können Struktur-Aktivitäts-Beziehungen abgeleitet werden und eine 
Risikobewertung der Chemikalien erfolgen.3 
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In Abhängigkeit der Stoffeigenschaften und den Umgebungsbedingungen (z. B. Medium 
des Bioassays, Zelltrümmer) ist ein Fremdstoff unterschiedlich biologisch verfügbar.5 
Dieser Einfluss einer Sorption oder einer Verflüchtigung des Stoffes auf die nominal 
eingesetzte Teststoffkonzentration sollte ebenso bestimmt werden.  
 
Organische Fremdstoffe, deren Toxizität gegenüber Tetrahymena pyriformis durch 
reversible Wechselwirkungen mit der Zellmembran geprägt sind, sollen für die Bioassay-
Analyse das Referenzsystem die Narkoselevel-Toxizität bilden.5  
Ist dahingegen ein elektrophiler Fremdstoff zusätzlich zu toxikologisch relevanten 
irreversiblen Reaktionsmechanismen mit endogenen Biomolekülen in der Lage, weicht der 
Stoff von der Narkoselevel-Toxizität ab. Diese Abweichung, die die Struktur-Toxizitäts-
Beziehung entspricht, soll in Form der Toxizitätserhöhung log Te bestimmt werden und 
ermöglicht die Ableitung von Strukturalarmen.     
Proelektrophile Fremdstoffe können hingegen je nach Enzymkapazität des Testorganismus 
biotransformiert und dadurch erst erhöht toxisch werden. Die Enzymausstattung ist jedoch 
von Organismus zu Organismus unterschiedlich. Entsprechend sollten durch eine 
Aktivitätssteigerung proelektrophiler Verbindungen Rückschlüsse auf toxikologisch 
relevante Enzymsysteme gezogen werden. 
Da die Ciliaten als Einzeller weniger komplex als höhere Organismen aufgebaut sind, ist es 
jedoch denkbar, dass ihre Enzymkapazität geringer ist und zum Teil keine 
Biotransformation der Stoffe erfolgen wird. Inwieweit diese Annahme stimmt und der In-
vitro-Einsatz hier eingeschränkt ist, sollte geprüft werden.  
Gelingt aber eine Bioassay-Analyse organischer Elektrophile und Proelektrophile mit den 
Ciliaten Tetrahymena pyriformis wäre eine prognostische Risikobewertung weiterer 
unbekannter Substanzen auch im Rahmen von ITS denkbar.  
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2 Theoretische Grundlagen 
2.1 Die aquatische Toxizität 
Die Risikobewertung organischer Verbindungen setzt voraus, dass der Stoff für eine 
Schadwirkung über einen definierten Zeitraum und in ausreichend großer Menge vom Or-
ganismus aufgenommen wird. Erst dann kann im exponierten Organismus ein biologischer 
Effekt ausgelöst werden.12 Dieses Prinzip über die wahrscheinliche Wirkung von biologi-
schen Fremdstoffen erkannte bereits McFarland in den 70er Jahren.  
 
 
2.1.1 Wahrscheinlichkeitstheorie nach McFarland 
McFarland verdeutlichte, dass die hypothetische Wahrscheinlichkeit einer toxischen Wir-
kung in einem Organismus dem Resultat aus zwei Prozessen entspricht.  
Die erste Voraussetzung ist dabei durch die Penetration und den Transport an den Zielort 
gegeben.13,14 Am Ziel kommt es infolge der Interaktion des Fremdstoffes mit den Bio-
molekülen zur Auslösung eines Effektes. Dabei hängt die Wirkung am Bestimmungsort 
von den physikochemischen Eigenschaften, der Konzentration sowie von der Struktur des 
Xenobiotika ab: Für das Ausmaß einer aquatischen Toxizität sind beispielsweise die elek-
tronischen Energiezustände der Molekülorbitale, die Elektronegativitäten beider Partner 
und die Expositionszeit relevant.15  
Dieses Zusammenspiel aus Penetration und Interaktion, die als Ganzes die toxische Wir-
kung ausmachen, ist mathematisch in Form der Gleichung 2.1 darstellbar.  
 
Log (Toxizität)-1 = A (log Penetration) + B (log Interaktion) + C  (2.1) 
 
Ein Stoff kann allerdings nur soweit durch die hydrophobe Doppellipidschicht einer 
Membran penetrieren, wie es durch seinen hydrophoben Charakter möglich ist. Die An-
gabe dieser Hydrophobie nichtionischer Verbindung erfolgt auch heute noch durch den 
Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten, log Kow-Wert. Dies entspricht der Konzentrati-
onsverteilung eines Stoffes in einem Gemisch aus n-Oktanol (cOktanol) und Wasser (cWasser) 
(Gleichung 2.2).  
 
log Kow = log cOktanol – log cWasser    (2.2) 
 
Ein hoher log Kow-Wert deutet auf eine hohe Affinität des Stoffes zur n-Oktanol-Phase 
hin.16 
Ist der Fremdstoff schlussendlich am Ort der Wirkung angekommen, hängt das Maß der 
Wechselwirkung von den bereits erwähnten physikochemischen sowie strukturellen Eigen-
schaften beider Reaktionspartner ab. 
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Die sich daraus ergebenden Struktur-Aktivitäts-Beziehungen können Aussagen über Hem-
mungen von Enzymkomplexen, dem Anschwellen des Zytoplasmas oder der Zerstörung 
von Zellstrukturen bis hin zur Apoptose ermöglichen.17 
 
 
2.1.2 Quantifizierung der Toxizität organischer Substanzen 
2.1.2.1 Die Narkoselevel-Toxizität 
Nach der Theorie von McFarland hängt die toxische Wirkung einer organischen Substanz 
unter anderem von dessen Akkumulationsvermögen in die hydrophobe Zellmembran ab. 
Die Eigenschaft eines Stoffes zur Akkumulation und Diffusion wird durch den log Kow-
Wert repräsentiert. Demnach ist eine neutrale, organische Substanz mindestens so toxisch, 
wie es durch ihren hydrophoben Charakter möglich ist. Somit erhöht sich das toxische 
Potential (log ECx), wenn ihre Hydrophobie steigt.18 Diese Annahme stellt die Grundlage 
der bis heute bekannten Narkoselevel-Toxizität dar und wurde bereits von Overton und 
Meyer unabhängig voneinander erkannt (Gleichung 2.3). 3,4 
 
log ECx = a · log Kow + b     (2.3) 
 
Der toxikologisch relevante Einfluss der Hydrophobie deutet darauf hin, dass der Angriffs-
punkt einer stoffbezogenen Narkosewirkung die biologische Membran ist. Der Fremdstoff 
dringt in die Doppellipidschicht der biologischen Membran ein und verursacht reversible 
Veränderungen der Fluidität, der Dicke der Membranschicht sowie einer variierenden 
Oberflächenspannung. Gleichzeitig kann es durch die Wechselwirkungen zu Aberrationen 
der Zusammensetzung der Doppellipidschicht kommen. Allerdings sind diese Wechsel-
wirkungen reversibel, wobei sich als Resultat u. a. eine Verlangsamung der zytoplas-
matischen Aktivität auszeichnet.15, 19  
Über die Annahme von Overton und Meyer hinaus teilten Verhaar et al. in Bezug auf die 
Narkoselevel-Toxizität neutrale Chemikalien infolge ihrer aquatischen Toxizität in Klassen 
ein.16 
Ist das hervorgerufene toxische Potential das Resultat einer direkten Abhängigkeit zur 
Hydrophobie, so wirkt der Stoff unpolar narkotisch.  
Ferner gibt es Substanzen, die ebenfalls zu reversiblen Wechselwirkungen befähigt sind, 
aber geringfügig von der Narkoselevel-Toxizität abweichen. Diese Stoffe werden als polar 
narkotisch bezeichnet. In diese Gruppe können vor allem Aromaten mit ausgeprägter Fä-
higkeit zur Wasserstoffbrückenbildung gezählt werden, folglich Stoffe mit einem höheren 
dipolaren Charakter. Hierzu zählen u. a. Phenole oder aromatische Amine.20,21  
Fremdstoffe wirken unreaktiv aber spezifisch in ihrer Wirkweise, wenn diese z. B. an Re-
zeptoren binden ohne einer Funktionsbeeinträchtigung.  
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Darüber hinaus gibt es reaktiv wirkende Stoffe, die neben der Narkosewirkung zu weiteren 
Reaktionen befähigt sind. Dadurch weichen sie von der Narkoselevel-Toxizität ab. Sie 
können irreversible spezifische oder irreversible unspezifische Wechselwirkungen einge-
hen. Diese Irreversibilität kommt vor allem durch kovalente Bindungen mit biologischen 
Molekülen zu Stande.  
Eine unspezifische Knüpfungswahrscheinlichkeit ist durch toxikologisch relevante 
Reaktionsmechanismen mit Biomolekülen denkbar. Relevante Mechanismen sind u. a. die 
bimolekulare, nukleophile Substitution (SN2-Reaktion), die nukleophile, aromatische 
Substitution (SNAr-Reaktion) oder auch die Michael-Addition. Diese chemische 
Reaktivität basiert auf dem elektrophilen Charakter der Fremdstoffe. So ist eine Substanz 
elektrophil, wenn sie verglichen zu elektronenreichen nukleophilen, endogenen 
Verbindungen eine geringere Elektronendichte bzw. einen Elektronenmangel aufweist. 
Infolgedessen kann das Nukleophil mit funktionellen Gruppen wie Hydroxy- (OH-), 
Amino- (NH2-) oder Thiol (SH-)-Gruppen acyliert oder alkyliert werden.  
Anders verhält sich die reaktive Wirkung bei einer spezifischen Bindung. Dieser 
Mechanismus ist vor allem rezeptorantagonistischen oder nervenbahngängigen Verbin-
dungen wie organischen Phosphorsäureestern vorbehalten. Organische Phosphorsäureester 
hemmen im Nervenzentrum befindliche aktive Acetylcholinesterasen irreversibel.20 Al-
lerdings ist dieser Mechanismus im vorliegenden In-vitro-Ansatz durch ein fehlendes Ner-
vensystem nicht bedeutsam.  
 
 
2.1.2.2 Der Beitrag zur reaktiven Toxizität 
Inwieweit ausgewählte Substanzen zu reversiblen oder irrereversiblen Reaktionen mit bio-
logischen Molekülen befähigt sind, sollte in dieser Arbeit beurteilt werden.  
Hierfür wurde eine Bioassay-Analyse mit Tetrahymena pyriformis durchgeführt und das 
Narkosemodell herangezogen.  
 
Wie bereits im vorangegangen Abschnitt erläutert wurde, hängt bei einer Narkosewirkung 
die Toxizität direkt vom hydrophobem Charakter des Stoffes ab (siehe Abbildung 2.1.1). 
Diese Toxizitätswirkung kann u. a. in Form der effektiven Konzentration 50 % (EC50) an-
gegeben werden. Demnach hat eine Chemikalie auf 50 % der exponierten, aquatischen 
Organismen einen toxikologisch relevanten Effekt. Dadurch lässt sich die Narkoselevel-
Toxizität wie folgt darstellen (Gleichung 2.4): 
 
log EC50 = a · log Kow + b    (2.4) 
 
Ist der EC50 eines Stoffes klein, ist nur eine geringe Konzentration für einen Effekt im Or-
ganismus nötig.  
Theoretische Grundlagen  7 
 
 
 
Abbildung 2.1.1   Narkoselevel-Toxizität 
Die Toxizität (log EC50 [M]) gegenüber der Hydrophobie (log Kow) von narko-
tisch wirkenden, organischen Substanzen. Die schwarze Gerade repräsentiert 
die erwartete Narkoselevel-Toxizität. Der Bereich mit einer gegenüber dem 
Narkoseniveau zehnfach höheren Toxizität  ist mit --- dargestellt. Dahingegen 
repräsentiert die Punktlinie (....) einem log Te-Wert größer als eins. Stoffe im 
Grenzbereich zwischen Narkose und erhöhter Toxizität sind mit (↕) dargestellt, 
wohingegen erhöht toxische Stoffe mit (↕) gekennzeichnet sind.  
 
 
Substanzen, die über die Narkosewirkung hinaus zu irreversiblen Reaktionen befähigt sind, 
weichen von der Narkoselevel-Toxizität ab. Diese Abweichung und damit der 
Reaktivitätsbeitrag des Stoffes kann mit Hilfe der Toxizitätserhöhung (Te) quantifiziert 
werden.3  
Um dieses Ausmaß bestimmen zu können, wird die im In-vitro-Ansatz ermittelte Wirk-
stärke mit der Narkoselevel-Toxizität von Stoffen mit isohydrophoben Charakter vergli-
chen (Gleichung 2.5).  
 
)ellExperiment(EC
)elNarkoselev(EC
50
50
e  
 T =        (2.5) 
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Logarithmiert ergibt sich: 
 
log Te = log EC50 (Narkoselevel) − log EC50 (Experimentell)  (2.6) 
    log Te = (a · log Kow + b) − log EC50 (Experimentell)  (2.7) 
 
Wird für einen unbekannten Stoff ein log Te-Wert zwischen null und eins berechnet, ist er 
in dieser Arbeit als vorrangig auf Narkoseniveau wirkend klassifiziert. Dieser log Te-Be-
reich kann als Grenzbereich angesehen werden: Liegt eine Substanz in dieser Domäne, 
wird es als Resultat einer narkotischen Wirkung oder einer biologischen Variabilität des 
Bioassays angesehen.5,22 Diese Annahmen sind keine exakte Grenzen: Ein resultierender 
log Te-Wert bis eins kann entweder auf die Narkosewirkung hindeuten, jedoch auch in Ab-
hängigkeit des Kontextes auf eine reaktive Wirkungsweise.  
Ist es mechanistisch plausibel, dass eine Substanz reaktiv-toxisch wirkt und dennoch einen 
log Te um eins (nicht exakt eins) hat, kann dieser Stoff auch als reaktiv-toxisch angesehen 
werden. 
Ergibt sich ein log Te-Wert über eins, überwiegt bei der Stoffeinwirkung dessen Fähigkeit 
zur unspezifischen, irreversiblen Wirkung gegenüber der Narkosewirkung. Der Stoff ist 
dann erhöht toxisch. Diese Toxizitätserhöhung ist durch die strukturellen Gegebenheiten 
der chemischen Substanz geprägt.  
Die Grenzfestlegung ist empirisch-pragmatisch und wurde bereits in früheren Publika-
tionen angewendet.5,22 Vor allem in kleinen log Kow-Bereichen ist es noch immer die beste 
Alternative, um die Toxizität unbekannter Stoffe vorherzusagen. Sind zudem Ergebnisse 
aus kGSH-Studien verfügbar, wäre weiterhin die Bestimmung der chemischen Verfügbarkeit 
der Stoffe über die Stoffeigenschaften und kGSH denkbar.23  
Um den Struktureinfluss auf das toxische Verhalten unbekannter Stoffe gegenüber 
Tetrahymena pyriformis charakterisieren zu können, sollen im weiteren Verlauf 
Strukturalarme der untersuchten Stoffe aufgestellt werden. Mit Hilfe dieser kann das toxi-
sche Potential unbekannter Verbindungen mittels Toxizitätsdaten strukturell vergleichbarer 
Stoffe abgeschätzt werden. Allerdings benötigt diese Aufstellung von Strukturalarmen eine 
genaue Klärung der zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen.  
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2.2 Reaktionsmechanismen 
Die Bestimmung der Toxizitätserhöhung dient der systematischen Charakterisierung der 
aquatischen Toxizität organischer Fremdstoffe. Allerdings bedingt es einer Klärung des 
reaktiven Verhaltens der Substanzen, wobei die Reaktivität u. a. durch zugrunde liegende 
Reaktionsmechanismen geprägt ist.  
Die Fähigkeit zu kovalenten Bindungen wurde bereits im Abschnitt 2.1.2.1 erwähnt.  
Demnach können nukleophile Biomoleküle u. a. über eine Michael-Addition, eine SNAr-
Reaktion, SN2-Reaktion, infolge von Acylierungen oder der Bildung von Schiff´schen 
Basen mit elektronenarmen Fremdstoffen interagieren. Diese toxikologisch relevanten Re-
aktionsmechanismen sind im Schema 2.2.1 zusammengefasst.  
Nukleophile Biomoleküle können im Zuge einer Michael-Addition mit α,β-ungesättigten 
Carbonylverbindungen reagieren.24 Dies wird möglich, da in der α,β-ungesättigten 
Carbonylverbindung wie dem 1,4-Benzochinon, die Carbonyl-Gruppe einen Elektronenzug 
ausübt. Infolgedessen kommt es über die Doppelbindung bis zum β-Kohlenstoffatom zu 
einer partiellen positiven Polarisierung der C=C-Bindung. Es begünstigt am β-Kohlen-
stoffatom einen nukleophilen Angriff des Michael-Donors (Protein-S−). Dadurch liegt die 
C=O-Gruppe als Enol-Form vor. Als Enol ist sie resonanzstabilisiert und kann in die ther-
modynamisch stabilere Carbonylverbindung zurückgebildet werden.25  
Im Organismus stellen das negativ geladene Thiolat (Protein-S−) oder Amino-Gruppen 
(Proteine-NH2) Michael-Donatoren dar.24  
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Schema 2.2.1  Toxikologisch relevante Reaktionsmechanismen  
Die Alkylierungen bzw. Acylierungen elektronenreicher Biomoleküle (Protein-S−, 
Protein-NH2) erfolgt je nach vorliegender funktioneller Gruppe der elektronenar-
men organischen Substanz. Zu sehen ist eine zusammenfassende Darstellung toxi-
kologisch relevanter Reaktionsmechanismen dieser elektrophilen Substanzen mit 
nukleophilen Biomolekülen im Bioassay Tetrahymena pyriformis. 
 
An aromatischen Systemen ist, mit guter Abgangsgruppe, eine nukleophile aromatische 
Substitution (SNAr-Reaktion) möglich. Während dieses Additions-Eliminierungs-Mecha-
nismus greift im geschwindigkeitsbestimmenden ersten Schritt das Nukleophil an das aro-
matische System an. Dadurch bildet sich das nicht-aromatische, energieärmere, intermedi-
äre Hexadienyl-Anion (σ-Komplex) aus. Um anschließend das aromatische System zu-
rückzubilden, wird eine nukleofuge Abgangsgruppe (mit X− dargestellt) eliminiert. 
Allerdings wird eine SNAr-Reaktion nur an aktivierten Aromaten begünstigt. Aktivierte 
Systeme liegen vor, wenn ein elektronenziehender Substituent (z. B. NO2-Gruppe) die 
Elektronendichte im eigentlich nukleophilen Aromaten verringert und dadurch einen nuk-
leophilen Angriff ermöglicht. Zudem wird über diese Zweitsubstitution während der Addi-
tion der σ-Komplex resonanzstabilisiert. Diese Mesomerie ist am größten, wenn sich die 
Abgangsgruppe in para- oder ortho-Position zum Zweitsubstituenten befindet.26  
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Infolge der Resonanzstabilisierung dirigiert der Zweitsubstituent einen nukleophilen An-
griff und damit den Abgang des Substituenten in para- oder ortho-Stellung zum Zweitsub-
stituenten. Diese direkte Substitution an die Stelle der Abgangsgruppe entspricht einem 
Angriff in ipso-Position.27 
Aliphatische Fremdstoffe können leicht im Zuge einer bimolekularen, nukleophilen Sub-
stitution (SN2-Reaktion) alkyliert werden. Dieser Reaktionsmechanismus verläuft konzer-
tiert. Demnach erfolgt der Angriff des Nukleophils in einem Schritt mit der Ausbildung des 
tetraedrischen Übergangszustandes des Substrates und dem synchronen Austritt der Ab-
gangsgruppe. Für eine solche Reaktion spielt die sterische Abschirmung der Angriffsposi-
tionen am Substrat eine Rolle. Danach ist eine SN2-Reaktion an primären und sekundären 
Alkylgruppen bevorzugt. Da der Austritt des Nukleophils favorisiert an der nukleophilen 
Abgangsgruppe abgewandten Seite verläuft, ergibt sich eine Inversion der Konfiguration.  
Des Weiteren können Carbonylverbindungen mit nukleophilen Biomolekülen, die eine 
Amino-Gruppe aufweisen, Schiff´sche Basen ausbilden.28 Infolge der nukleophilen Addi-
tion der Amino-Gruppe an den Carbonyl-Kohlenstoff bildet sich ein instabiles Halbaminal. 
Dieses lagert sich unter Abspaltung von Wasser zum stabileren Imin um. Nach dem Pear-
son´schen Konzept über harte und weiche Säuren und Basen (HSAB) stellen Aldeyhde 
harte Elektrophile dar. Somit verläuft diese Reaktion bevorzugt in Gegenwart von harten 
Nukleophilen wie Lysin-Seitenketten von Proteinen.25, 5  
Ein Angriff an der Carboxyl-Gruppe ist ebenso während einer Acylierung möglich. Nach 
der Bildung eines tetraedrischen Übergangszustandes wird ein Substituent (X−) abgegeben, 
der in α-Stellung zum Carbonyl-Kohlenstoffatom steht. Ein Austritt erfolgt dann, wenn die 
Abgangsgruppe ausreichend azide ist. Somit ist eine Acylierung an einfachen Alkylestern 
weniger wahrscheinlich. 
Inwieweit eine Schadwirkung durch elektrophile oder proelektrophile Stoffe hervorgerufen 
wird, soll im Laufe dieser Arbeit herausgefunden und interpretiert werden.  
 
 
2.3 Enzymatische Entgiftungskapazität  
Um dem Ausmaß an Fremdeinwirkung entgegenzuwirken, versucht der Organismus die 
Stoffe in ihrer Wirkung abzuschwächen bzw. vollständig zu inaktivieren.29,30  
Es ist das Ziel, lipophile giftige Fremdstoffe durch Umwandlungsprozesse (Biotransfor-
mation) in wasserlösliche ungiftige Intermediate zu transformieren und auszuscheiden. 
Hier spielt die Metabolisierung im Zuge der Phase-I- und Phase-II-Biotransformation eine 
Rolle. Dafür bedient sich der Organismus bestimmter Enzymkomplexe, die zum einen 
substratspezifisch und zum anderen substratunspezifisch agieren. Die für die Transforma-
tion benötigten Enzyme kommen vor allem im endoplasmatischen Retikulum, in den Mito-
chondrien und gelöst im Zytosol vor.29,30 Danach spielt die enzymatische Entgiftung von 
Fremdstoffen auch eine große Rolle in Tetrahymena pyriformis.  
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Im Zuge des Phase-I-Metabolismus werden zunächst endogene und exogene Substanzen 
durch Esterasen, Hydrolasen, Oxidoreduktasen, Monooxygenasen, Dioxygenasen, Epoxi-
dasen, Dehydrogenasen oder Amidasen aktiviert. Es wird entweder eine funktionelle 
Gruppe durch Hydrolyse, Oxidation oder Reduktion eingebaut oder funktionell verän-
dert.31 
In der sich anschließenden Phase-II-Reaktion werden die aktivierten hydrophileren Fremd-
stoffe vor allem durch Transferasen konjugiert, was die Wasserlöslichkeit stark erhöht. 
Ziel dieser Konjugationsreaktion ist die Ankopplung von energiereichen organismenei-
genen Substraten, um die Eliminierung zu beschleunigen. Diese Anbindung erfolgt vor 
allem durch eine kovalente Konjugation saurer Gruppen, wie sie durch aktivierte 
Glucuronsäure, aktiviertem Sulfat, Aminosäuren oder Essigsäure realisiert werden.  
Einen weiteren entscheidenden Beitrag zur Entgiftung ermöglicht die Konjugation mit dem 
nukleophilen Tripeptid Glutathion (GSH: γ-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin). Eine Reaktion 
mit GSH bedingt dabei nicht ausschließlich eine vorherige Aktivierung, da GSH als Nuk-
leophil direkt mit elektrophilen Fremdstoffen interagieren kann.32,33  
Allerdings hat eine enzymatische Biotransformation nicht immer eine Wirkungsab-
schwächung zur Folge. In einigen Fällen kann das gebildete Intermediat toxischer und da-
mit elektrophiler sein als das Ausgangsprodukt. Infolgedessen können sie toxikologisch 
relevante, kovalente Bindungen mit endogenen Nukleophilen knüpfen.  
Inwieweit Fremdstoffe auch in Tetrahymena pyriformis biotransformiert werden, soll 
herausgefunden werden. Tetrahymena pyriformis ist aber kein komplexer Eukaryont. Es ist 
daher denkbar, dass nicht alle Fremdstoffe enzymatisch aktiviert werden und sie ökotoxi-
kologisch schwer beurteilt werden können.  
Doch zunächst werden die Enzymsysteme vorgestellt, die für eine Biotransformation toxi-
kologisch bedeutsam sind.  
 
2.4 Toxizität proelektrophiler Fremdstoffe 
Stoffe, die erst im Zuge einer enzymatischen Biotransformation einen elektrophilen Cha-
rakter aufweisen, sind proelektrophil. Diese Aktivitätssteigerung hängt vor allem von der 
enzymatischen Ausstattung des Organismuses ab.  
Welche Enzymkomplexe eine derartige Reaktion begünstigen, soll in diesem Abschnitt 
exemplarisch an vier toxikologisch bedeutsamen Enzymfamilien bzw. Komplexen erläutert 
werden.   
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2.4.1 Enzymatische Aktivierung  
2.4.1.1 Alkoholdehydrogenase 
Toxikologisch interessant sind u. a. anwesende Alkoholdehydrogenasen (ADH). 
Allerdings wird vermutet, dass Tetrahymena keine ADH besitzt. Diese These soll im Laufe 
der Arbeit überprüft werden.34 
Durch vorhandene ADH können Alkohole, die eine Doppelbindung (olefinisch) am α-
Kohlenstoffatom zur terminalen Alkohol-Gruppe (≡ 2-Alken-1-ole) aufweisen, zu reakti-
ven α,β-ungesättigten Aldehyden nach dem Schema 2.4.1 oxidiert werden.34,35,36 
R OH R OADH
Protein−SH
R OH
S−Protein
R
S−Protein
O
 
Schema 2.4.1  Metabolische Aktivierung von 2-Alken-1-olen.  
 Bei der Anwesenheit einer Alkoholdehydrogenase ist eine metabolische Aktivie-
rung (Oxidation) von Alkoholen mit einer Doppelbindung in α-Position zur Alko-
hol-Gruppe zu entsprechenden α,β-ungesättigten Carbonylverbindungen möglich. 
Infolgedessen ist ein nukleophiler Angriff (Protein-SH) in β-Position zur Carbonyl-
Gruppe möglich. 
 
Allerdings muss in dieser Reaktion ein Proton als Abgangsgruppe frei zugänglich sein: In 
Gegenwart der ADH (Schema 2.4.2) kommt es zu einer Protonen- und Elektronenabgabe 
aus dem Alkohol.37 Diese werden durch das Cosubstrat NAD+ (zu NADH) aufgenommen 
und der Alkohol zur entsprechenden Carbonylverbindung (Keton oder Aldehyd) oxidiert.   
 
C 2H 5OH + NAD
+
C 2H 4O + NADH + H
+
 
Schema 2.4.2  Allgemeiner Mechanismus der Reaktion der Alkoholdehydrogenase 
Oxidation eines Alkohols am Beispiel von Ethanol zum Acetaldehyd in Anwesen-
heit der Alkoholdehydrogenase und eines Hydridtransfers auf NAD+. 
 
Darüber hinaus ist eine metabolische Oxidation auch bei 2-Alkin-1-olen möglich. Und 
zwar dann, wenn die Dreifachbindung (acetylenisch) in α-Stellung zur terminalen Alkohol-
Gruppe steht (Schema 2.4.3).  
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Schema 2.4.3  Metabolische Aktivierung von 2-Alkin-1-olen.  
Bei der Anwesenheit einer Alkoholdehydrogenase ist eine metabolische Aktivie-
rung von Alkoholen mit einer Dreifachbindung in α-Position zur Alkohol-Gruppe 
zu entsprechenden α,β-ungesättigten Carbonylverbindung möglich. Im Anschluss 
ist eine Alkylierung durch Proteine (Nu-H) in β-Position möglich. 
 
 
Liegen die α,β-ungesättigten Carbonylverbindungen vor, kann sich durch die positive Pola-
risierung des β-Kohlenstoffatoms eine alkylierende Michael-Addition oder 1,2-Addition 
anschließen. 
In Anbetracht dessen sollte in dieser Arbeit der Toxizitätsbeitrag ausgewählter α,β-unge-
sättigter 2-Alken-1-ole und 2-Alkin-1-ole gegenüber Tetrahymena pyriformis ermittelt 
werden. Wird bestätigt, dass Tetrahymena keine ADH besitzt, ist die Anwendung des Bio-
assays zur Vorhersage der Toxizität von α,β-ungesättigten Alkoholen vermutlich hier ein-
geschränkt.  
 
 
2.4.1.2 Monooxygenase 
Weitere wichtige enzymatische Vertreter sind die Monooxygenasen. Auch hier ist bereits 
bekannt, dass Tetrahymena die wichtige Cytochrom P-450 Enzymfamilie nicht enthält.38,39  
Inwieweit die Ciliaten tatsächlich ein CYP-450-Defizit haben, soll anhand ausgewählter 
Stoffklassen überprüft werden.   
Monooxygenasen übertragen von einem Sauerstoffmolekül ein Sauerstoffatom auf einen 
Fremdstoff und reduzieren gleichzeitig Sauerstoff zu Wasser. Als wichtigste Enzymfamilie 
dieser oxidativen Biotransformation zählt das Cytochrom P-450 (CYP-450).29  
Diese Hämproteine klassifizieren sich durch die Zusammensetzung des Proteinanteils so-
wie der Porphyrinringstruktur. Die Zahl 450 kennzeichnet den Bereich der charakteristi-
schen Lichtabsorption, wenn der Komplex mit Kohlenmonoxid CYP-CO vorliegt. 
Als Enzym der Phase-I-Metabolisierung aktiviert CYP-450 die Substanzen durch den Ein-
bau des Sauerstoffatoms. Jedoch kann es zu einer toxikologisch relevanten Bioaktivierung 
von Fremdstoffen kommen.40,41 Substanzen mit Doppelbindungen (allgemein am 
Benzo[a]pyren dargestellt, Schema 2.4.4) können über eine Epoxidierung biologisch akti-
viert werden. Nach der Epoxidierung ist nach Ringöffnung ein nukleophiler Angriff an der 
partiell positiv geladenen Stelle möglich.  
Die Aktivität des CYP-450 kann nicht einzeln betrachtet werden.  
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Neben der Ringöffnung des Epoxids kann es auch über eine Hydrolyse zu nichtreaktiven 
vicinalen Diolen und damit zur Entgiftung durch aktive Epoxid-Hydrolasen kommen.42 Die 
Anwesenheit jener Enzyme kann jedoch eine weitere metabolische Fremdstoffaktivierung 
nachsichziehen. Ein solches Beispiel ist kurz im Schema 2.4.4 am Benzo(a)pyren erläutert, 
bei dem die Hydrolyse durch die Epoxid-Hydrolase eine weitere Epoxidierung durch CYP-
450 erleichtert.  
 
O
OH
OH
O
OH
OH
O2, 2e
-
, 2H
+
O2, 2e
-
, 2H
+
-H2O
-H2O
H2O
Epoxid-Hydrolase
Benzo[a]pyren (+)Benzo[a]pyren-7,8-epoxid
(-)Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol (+)Benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid
[O]
[O]
 
Schema 2.4.4  Aktivierung von Benzo[a]pyren durch CYP-450 und Epoxidhydrolasen. 42 
 In Anwesenheit von CYP-450 [O] wird Benzo[a]pyren zunächst oxidiert, stellt 
 jedoch noch keine metabolisch aktive Substanz dar. Erst nach anschließender 
 Hydrolyse durch aktive Epoxid-Hydrolasen und einer weiteren Oxidation durch 
 CYP-450 bildet sich das toxikologisch relevante (+)Benzo[a]pyren-7,8-
 dihydrodiol-9,10-epoxid. 
 
 
Eine allgemeinere Darstellung der Biotransformation von Fremdstoffen durch CYP-450 ist 
im folgenden Schema 2.4.5 am Beispiel eines Amins (Reaktion mit CYP-450: oxidative 
Deaminierung) und einer Halogenverbindung (Reaktion mit CYP-450 führt zur oxidativen 
Dehalogenierung) dargestellt.  
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Schema 2.4.5  Allgemeiner Reaktionsmechanismus des CYP-450 zur  
Fremdstoffmetabolisierung 
Abgewandelte Reaktionsmechanismen nach Guengerich über die Fremdstoffakti-
vierung und Entgiftungskapazität durch CYP-450 [O]. Dargestellt ist im Weg 1 die 
Oxidative Deaminierung durch CYP-450, die Oxidation von Alkenen im Weg 2 
sowie im Weg 3 die oxidative Dehalogenierung durch CYP-450.41  
 
Des Weiteren können ungesättigte Carbonylverbindung biotransformiert werden. Ein Bei-
spiel ist im Schema 2.4.6 am Furan näher erläutert. Furan- und Thiophen-Derivate können 
in vivo zu aktiven Metaboliten transformiert werden.43 Dabei bilden sich Epoxide. Diese 
Oxidation ermöglicht durch anschließende Ringöffnung eine Anbindung nukleophiler Bio-
moleküle (Weg 1 im Schema 2.4.6).44 Dieser nukleophile Angriff kann z. B. durch die Bil-
dung des Mercaptursäure-Derivates aus GSH (Anbindung von Nu−H: GSH) entweder den 
Weg der Entgiftung darstellen oder aber zu einer toxischen Biotransformation führen.45  
Neueste Studien am Furan gehen jedoch davon, dass nach der Epoxidierung und der 
Ringöffnung eine reaktive α,β-Carbonylverbindung cis-2-Buten-1,4-dion (BDA) gebildet 
wird (Weg 2 im Schema 2.4.6). Diese ist zu weiteren Reaktionen mit nukleophilen 
Biomolekülen (Nu−H) befähigt.43,46 BDA kann mit Nucleosiden zum 1,N6-etheno-2´-
deoxyadenosin und 1,N2-etheno-2´-desoxyguanosin reagieren. Des Weiteren ist BDA zu 
kovalenten Bindungen mit Thiol- und Amino-Gruppen von Proteinen oder Enzymen 
befähigt.46    
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Schema 2.4.6  Aktivierung von Heterozyklen durch CYP-450.  
Modifizierte Darstellung der Aktivierung von Heterozyklen über CYP-450 nach 
Dansette et al.am Beispiel von Furan. Nach entsprechender Oxidation ([O]) zum 
Epoxid ist ein nukleophiler Angriff von Biomolekülen (Nu−) unter Ringöffnung 
möglich (Weg 1). Des Weiteren kann über das Epoxid (Weg 2) die entsprechende 
reaktive α,β-Carbonylverbindung gebildet werden.44,43 
 
 
2.4.1.3 Oxidoreduktasen 
Neben einer direkten Biotransformation proelektrophiler Verbindungen durch ADH oder 
CYP-450 wäre ferner eine Produktion reaktiver Nebenprodukte möglich. Diese könnten 
Schäden im Organismus hervorrufen.  
Ein Beispiel stellt die Sauerstoffaktivierung in einer konzertierten Redoxreaktion mit orga-
nischen Fremdstoffen dar. Für einen solchen Reaktionsablauf sind vor allem die Enzyme 
der mitochondrialen Elektronentransportkette, der Lipoxygenasen, die Xanthin-Oxidase, 
aber auch die NADPH-abhängige Oxidasen bedeutsam.47 Da Tetrahymena als 
sauerstoffverwertender Organismus ebenso stoffwechselbedingte Redoxreaktionen unter-
liegt, ist es wahrscheinlich, dass die Ciliaten Oxidoreduktasen enthalten. Es würde bedeu-
ten, dass hier eine toxikologische Biotransformation von Fremdstoffen stattfinden könnte. 
Somit wäre eine Toxizitätsvorhersage mithilfe des Bioassays möglich. Diese Annahme soll 
in der folgenden Arbeit bestätigt werden.   
Im Zuge einer Redoxreaktion wird durch die Enzyme ein Elektron von einem Reaktions-
partner auf einen anderen übertragen.48 Diese Fähigkeit zum Elektronentransfer ist bereits 
für die Stoffklasse der Benzochinone und Dihydroxybenzole (≡ Hydrochinone) bekannt.49 
Dabei erfordert die vollständige Reduktion des 1,4-Benzochinons zum entsprechenden 1,4-
Hydrochinon nach dem Schema 2.4.7 zwei Elektronen und zwei Protonen. Allerdings sind 
an dieser Redoxreaktion unterschiedliche Enzymsysteme beteiligt.4  
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Schema 2.4.7  Redoxreaktion des 1,4-Hydrochinons zum 1,4-Benzochinon 
Oxidation des 1,4-Hydrochinons zum radikalischen Semichinon bis hin zur Bil-
dung des entsprechenden 1,4-Benzochinons. Bei Anwesenheit von Sauerstoff ist 
eine Elektronenübertragung auf Sauerstoff und der damit verbundenen Produktion 
reaktiver Sauerstoffspezies möglich. Als Entgiftungsweg kann eine Zwei-Elektro-
nen-Reduktion durch die DT-Diaphorase des 1,4-Benzochinons zum 1,4-Hydro-
chinon unter dem Verbrauch von NAD(P)H möglich sein.4  
 
Durch das zytosolische Enzym NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase (DT-Diaphorase) wird 
eine Zwei-Elektronen Reduktion der Benzochinone und Chinonimine katalysiert.  
Ist der Organismus in der Lage, das gebildete Hydrochinon über eine Konjugation mit 
Glucuronsäure oder Sulfat auszuscheiden, stellt dieser Reaktionsweg eine Entgiftung nach 
der Phase-II-Metabolisierung dar. Gleichzeitig entspricht der Reaktionsweg zum Hydro-
chinon (NAD(P)H → NAD(P)+) einem zellulären Schutzmechanismus gegenüber oxidati-
vem Stress.50,51  
Ferner kann im Zuge einer Ein-Elektronen-Oxidation das Hydrochinon durch die mikro-
somale NADPH-Cytochrom P-450 Reduktase, mikrosomale NADH-Cytochrom b5 
Oxidase und mitochondrialer NADH-Ubichinon Oxidreduktase zum Benzochinon oxidiert 
werden. Währenddessen kann sich als Intermediat das radikalische Semichinon bilden. In 
einer weiteren Ein-Elektronen-Übertragung kann ein Elektron abgegeben werden. Es bildet 
sich das Benzochinon. Ist während dieser Reaktion Sauerstoff anwesend, werden Elektro-
nen auch auf das Triplett-Molekül übertragen. Dadurch wird das Biradikal zum radikali-
schen Sauerstoff-Anion (O2●−) aktiviert. Schnell wird dieses reaktive Nebenprodukt zur 
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS ≡ reactive oxygen species) wie Wasserstoffperoxid 
(H2O2) oder Alkyl-Peroxidradikal (ROO●) reagieren.52  
In einer weiteren Kaskade an Folgereaktionen kommt es im Zuge einer Fenton-Reaktion 
(Weg 1 im Schema 2.4.8) und Haber-Weiß-Reaktion (Weg 2 im Schema 2.4.8) zu einer 
Disproportionierung des H2O2. Damit spielt die Anwesenheit von Übergangsmetallen eine 
entscheidende Rolle für die Ausbildung des zelltoxischen Hydroxyl-Radikals (OH●): 
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Schema 2.4.8  Fenton-Reaktion und Haber-Weiß-Reaktion 
Im Zuge der Fenton-Reaktion (Weg 1) und Haber-Weiß-Reaktion (Weg 2) kommt 
es zur Disproportionierung des Wasserstoffperoxides. Hierbei kann es in Gegen-
wart von Metallen zur Bildung von OH.  kommen. 
 
 
Diese unerwünschten Nebenprodukte führen zunächst nicht zu schadhaften Veränderungen 
im Organismus. Stimmt jedoch das Gleichgewicht zwischen oxidativer Spezies und anti-
oxidativen Kapazitäten nicht, führt es zum oxidativen Stress. Es resultieren Schäden, die 
über eine lokal begrenzte Zellzerstörung oder Apoptose hinausgehen können.  
Allerdings spielt der Mechanismus des exogen ausgelösten oxidativen Stresses nicht nur 
im aquatischen System eine Rolle. Vielmehr kann es auch im menschlichen Organismus zu 
einer Akkumulation struktureller Schäden (kovalente Bindungen, Bildung von Radikalen 
etc.) kommen. Damit zeigt es dessen Relevanz in der Risikobewertung nach REACH. Dem 
oxidativen Stress werden die Oxidation von Lipiden, Proteinen und der DNA z. B. die 
Auslösung von Parkinson, Alzheimer oder ischämischer Krankheiten etc. zugeschrieben.48  
In den folgenden Abschnitten wird sich zeigen, dass Tetrahymena pyriformis als aerobes 
Lebewesen bestimmte Enzyme für eine Redoxreaktionen besitzt. Das dadurch eine Bioas-
say-Analyse von redoxaktiven Stoffen mit Tetrahymena möglich ist, soll sich im Laufe der 
Diskussion zeigen.  
 
 
  
Theoretische Grundlagen  20 
 
2.4.1.4 Nitroreduktasen 
Die enzymatische Bildung von ROS ist neben der Stoffklasse der Chinone ebenso für aro-
matische Verbindungen mit einem Nitro-Substituenten denkbar.53,54,55 Bedeutsam sind u. a. 
NADPH-abhängige Cytochrom c Reduktasen oder NADH-abhängige Xanthin- und Alde-
hyd-Reduktasen, die auch in Tetrahymena pyriformis präsent sind.39,56  
Im Schema 2.4.9 ist ersichtlich, dass für eine Reaktivitätssteigerung einer aromatischen 
Nitroverbindung Cosubstrate wie NADH und NADPH erforderlich sind. Das Substrat 
NAD+ wird vor allem im katabolen Stoffwechsel wie der Glykolyse oder dem Citratzyklus 
als NADH reduziert.54,55 Dahingegen wird das Reduktionsäquivalent NADPH im anabolen 
Stoffwechsel aus NADP+ z. B. im Zuge des Pentosephosphatweges gewonnen.  
In Anwesenheit der Nitroreduktasen ist nach dem Schema 2.4.9 und Schema 2.4.10 ein 
Elektronentransfer auf die aromatische Nitro-Gruppe möglich. Dadurch bildet sich das 
aromatische Nitroradikal-Anion. Als solches kann es in einer Folgereaktion Elektronen auf 
anwesenden Sauerstoff übertragen. Es bildet sich O2●−.  
 
 
Schema 2.4.9 Redoxreaktion einer aromatischen Nitroverbindung im Zytosol und  
Mitochondrien  
Zusammengefasst sind die in der Metabolisierung von aromatischen Nitro-Verbin-
dungen involvierten Stoffwechselwege in den Mitochondrien, Peroxisomen und 
Mikrosomen, wobei die Mikrosomen wahrscheinlich im Stoffwechsel von Tetrahy-
mena pyriformis nicht nachweisbar sind.54  
 
Zudem kann nach Schema 2.4.10 das radikalische aromatische Nitro-Anion über eine wei-
tere Reduktion zum aromatischen Hydroxylamin bis zum positiv geladenen Nitrenium-Ion 
reagieren.53  
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Schema 2.4.10  Reaktionsmechanismus von aromatischen Nitroverbindungen  
Reaktionsmechanismus aromatischer Nitroverbindungen bei aktiven Nitroredukta-
sen. Infolge anwesender Nitroreduktasen kann es durch die Bildung eines aroma-
tischen Hydroxylamins zu Folgereaktionen mit nukleophilen Biomolekülen 
(Nu−H) kommen. 53  
 
 
Es verdeutlicht somit den toxischen Einfluss aromatischer Nitroverbindungen auf den 
Stoffwechsel: Diese Substanzen haben durch die Redoxreaktion Einfluss auf den anabolen 
Stoffwechsel der Zellen, da es zum Verbrauch wichtiger Cosubstrate kommt.  
Dieser Einfluss und das Zusammenspiel mit endogenen Abwehrmechanismen ist im 
Schema 2.4.11 zusammengefasst.57 
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Schema 2.4.11  Zusammenfassung der Metabolisierung von aromatischen Nitroverbindungen 
Zusammenfassung der endogenen Metabolisierung von aromatischen Nitroverbin-  
dungen und damit verbunden deren Auswirkungen auf den Stoffwechsel. Modifi-
ziert nach Varnes et al..54 
 
 
2.4.2 Antioxidative Schutzmechanismen 
Um die Balance zwischen ROS und den antioxidativen Kapazitäten zu gewährleisten, be-
sitzen Eukaryonten, so auch Tetrahymena, Schutzmechanismen. 
Antioxidative Schutzmechanismen können in Form zellulärer, membranständiger oder 
auch exogen zugeführter (z. B. Vitamin E) Produkte realisiert werden.58 Eine solche Sub-
stanz muss bereits in geringen Konzentrationen verglichen zum radikalischen Produkt an-
tioxidative Kapazitäten hervorrufen. Dabei schützen aktive Dismutasen, Peroxidasen oder 
auch Katalasen den Organismus vor den Auswirkungen der ROS.  
Im Zytosol und in den Mitochondrien katalysiert die Superoxid-Dismutase (SOD) eine 
Disproportionierung des O2●− nach dem Schema 2.4.12 zum elementaren Sauerstoff und 
Wasserstoffperoxid.  
+ + H2O2
SOD O22H
+2O2
−.
 
Schema 2.4.12 Antioxidative Intervention der Superoxid Dismutase 
Disproportionierung des radikalischen Sauerstoff-Anions (O2●−) mit Hilfe des En-
zymsystems Superoxid-Dismutase (SOD). Als Endprodukte bilden sich Sauerstoff 
(O2) und Wasserstoffperoxid (H2O2).58  
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Das sich bildende Wasserstoffperoxid kann erstens zum zelltoxischen Hydroxy-Radikal 
weiterreagieren. Zweitens ist in Anwesenheit der Glutathion-Peroxidase (GP) mit Hilfe des 
Tripeptids Glutathion eine Entgiftung selbiger möglich (Schema 2.4.13). Sowohl dieses 
Peptid als auch die Superoxid-Dismutase wurden u. a. in Eukaryonten wie Tetrahymena 
pyriformis gefunden.59  
2GSH H2O2+ +GSSG 2 H2O
GP
 
Schema 2.4.13 Antioxidative Intervention des Glutathions 
Reduktion des gebildeten Wasserstoffperoxids (H2O2) mit Hilfe des Enzymsystems 
Glutathion-Peroxidase (GP) und der Anwesenheit von Glutathion (GSH). Als End-
produkte bilden sich das Disulfid des GSH, das oxidierte GSSG und Wasser.  
 
Infolge der Reduktion des Wasserstoffperoxids im Zytosol oder den Mitochondrien bildet 
sich aus GSH das Disulfid (GSSG). Sinkt jedoch der Spiegel an GSH, verringern sich die 
Schutzmechanismen gegenüber ROS und eine fremdstoffabhängige toxische Wirkung re-
sultiert.  
Wird darüber hinaus das Wasserstoffperoxid in höheren Konzentrationen produziert, ist 
der Organismus über die Fähigkeiten der SOD und der GP in der Lage, mit Hilfe der Ka-
talasen das H2O2 zu Wasser zu reduzieren.  
Die Kaskade einer fremdstoffabhängigen Redoxreaktion und der antioxidativen Interven-
tionen in aeroben Zellen ist vereinfacht im Schema 2.4.14 zusammengefasst. Zudem ist 
beispielhaft für die Darstellung eines fremdstoffabhängigen Redoxprozesses der Reakti-
onsmechanimus einer aromatischen Nitroverbindung nach Schmitt et al. dargelegt. Danach 
würde in Tetrahymena eine Redoxreaktion zur ROS-Bildung führen, wenn eine Inbalance 
zwischen antioxidativen und oxidativen Verbindungen besteht.  
Die Anwesenheit von Nitroaromaten würde demnach auch bei den Ciliaten einen toxischen 
Effekt hervorrufen. Die Anwendbarkeit der Bioassay-Analyse sollte an redoxaktiven Ver-
bindungen überprüft werden.  
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Schema 2.4.14 Zusammenfassung zellulärer Redoxreaktionen.60 
Im oberen Abschnitt des Schemas sind die an einer Redoxreaktion beteiligten En-
zyme sowie deren Cosubstrate dargestellt, um ein exogenes oder endogenes Edukt 
zu reduzieren bzw. oxidieren.60 Zudem ist im unteren Abschnitt des Schemas eine 
Redoxreaktion am Beispiel des Nitrobenzols nach Schmitt et al. kurz aufgeführt. 53  
 
 
2.5 Tetrahymena pyriformis 
Um eine potentielle Vorhersage der aquatischen Schadwirkung unbekannter Stoffe zu er-
möglichen, wurde in dieser Arbeit der In-vitro-Bioassay mit Tetrahymena pyriformis ein-
gesetzt. Allerdings wird sich im folgenden Kapitel zeigen, dass Tetrahymena pyriformis 
nicht alle relevanten Enzymsysteme enthält, um Fremdstoffe metabolisch zu aktivieren. 
Dies begrenzt die mögliche Anwendbarkeit des Bioassays zur Toxizitätsvorhersage unbe-
kannter Substanzen.  
Aufgrund dessen sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob durch die vor-
handenen Enzymsysteme eine allgemein gültige Vorhersage der Toxizität exogener Sub-
stanzen (egal ob proelektrophil oder elektrophil) möglich ist, oder ob der Bioassay nur für 
die Bestimmung der direkten Reaktivität von Fremdstoffen angewendet werden kann.  
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Um dies zu klären, soll im folgenden Abschnitt näher auf das Wimperntierchen eingegan-
gen werden.  
 
 
2.5.1 Systematik  
Der Einzeller Tetrahymena pyriformis wurde durch Lwoff 1923 als erstes Protozoan iso-
liert und axenisch kultiviert.61 Allerdings gelang es erst 1940 durch Furgason, die genaue 
Gattung und Art (früheres Synonym Tetrahymena geleii) zu identifizieren, die heute als 
Tetrahymena pyriformis bekannt ist.62 
Diese Identifizierung spielt eine Rolle in der systematischen Einteilung (Taxonomie) der 
Ciliaten. Demnach beruht die Klassifizierung auf einer Unterscheidung der phylogenet-
ischen (stammspezifischen) Entwicklung und auf die Morphologie. Letzteres erfolgt über 
die Anwesenheit von Flagellen, Cilien oder die Größe der Wimperntierchen.63  
Es konnte nachgewiesen werden, dass sich die Protozoen autotroph, heterotroph oder 
mixotroph ernähren und damit hinsichtlich ihrer Physiologie voneinander unterschieden 
werden können.  
Diese vielfältigen Einteilungsmöglichkeiten und die fluktuierende Änderung des Klassifi-
kationsschemas veranlasste 2005 eine Aktualisierung der Systematik. Hierbei wurde die 
hierarchische Klassifikation von Stamm, Unterstamm, Überordnung und Ordnung durch 
die flexiblere Einteilung in Übergruppe, erster Rang und zweiter Rang ersetzt. Somit ge-
hört Tetrahymena pyriformis zur Übergruppe Chromalveolata, der Alveolata (ersten Rang) 
sowie dem zweiten Rang (Stamm) der Ciliophora.  
In dieser Arbeit kam Tetrahymena pyriformis GL zum Einsatz, wobei sich das Initialwort 
GL aus dem erstmalig eingesetzten Gattungsnamen Glaucoma und dem Autor Lwoff zu-
sammensetzt.61 
 
 
2.5.2 Biochemie eines Einzellers 
2.5.2.1 Morphologie und Metabolismus 
Tetrahymena pyriformis kommt ubiquitär im aquatischen (Süßwasser) und im terrestri-
schen Ökosystem vor, wobei dieser birnenförmige Eukaryont eine Größe zwischen 20 und 
50 µm aufweist.13, 64,64-65  
Viele Stämme von Tetrahymena haben einen Kerndimorphismus und enthalten einen 
Makro- und Mikronukleus.66 Innerhalb des Makronukleus liegen die DNA und die Proteine 
in chromatinähnlichen Granulaten vor. Dabei enthält dieser polyploide Kern die Informati-
onen für den Metabolismus und den Phänotyp. Dahingegen trägt der Mikronukleus das 
genetische Material für die Fortpflanzung. 
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Allerdings fehlt dieser Kern in Tetrahymena pyriformis GL. Dies hat zur Folge, dass sich 
die Ciliaten nicht durch Konjugation vermehren. Sie geben ihr genetisches Material nicht 
durch DNA-Übertragung auf andere Stämme weiter, wenngleich diese Uniformität einen 
positiven Nutzen für die Vergleichbarkeit von Toxizitätsstudien in der Ökotoxikologie 
hat.4,67 In Tetrahymena pyriformis GL liegt die genetische Information dichtgepackt auf 
Chromatingranula sowie als DNA im Markonukuleus vor, wobei sie sich transversal zur 
Längsachse teilen (siehe Abbildung 2.5.1).68  
 
              
Abbildung 2.5.1 Tetrahymena pyriformis 
Elektronenmikroskopische Darstellung von Tetrahymena pyriformis GL (links) 
sowie eine morphologische Struktur von Tetrahymena pyriformis GL (rechts). In 
der mikroskopischen Aufnahme ist deutlich die Mundregion mit Zytosom (1), 
Cilien (2), Coritkalmembran (3) sowie der Makronukleus (4) zu erkennen. Num-
mer 5 bzw. 6 zeigt ein Beispiel für eine Nahrungsvakuole und eines Mukozys-
ten.69  
 
 
Nach der Abbildung 2.5.1 ist Tetrahymena entlang der Längsachse aus 18 Reihen von 
Wimpern (Cilien), sogenannten Kineties, aufgebaut. Sie bedecken die Haut (Pellicula).65 
Dadurch reagieren sie auf externe Einflüsse durch eine metachrome oder synchrone Fort-
bewegung und dienen der Nahrungsaufnahme.  
Die Pellicula selbst besteht aus einem System aus transversalen, longitudinalen und post-
ciliaren (nicht die Cilien betreffenden) Bündeln von Mikrotubuli. Mikrotubuli sind maß-
geblich für die räumliche Stabilität des Zytoskeletts von Bedeutung.66 Diese mikrotubulä-
ren Fasern enden im sogenannten Basalkörper (Kinetosom), der die innere Verankerung 
der Cilien darstellt.  
Direkt unter der Pellicula befindet sich eine Plasmamembran, die ebenfalls den gesamten 
Körper des Wimperntierchens umfasst. In ihr sind sogenannte Alveolen eingebettet. Alve-
6 
1 
2 
3 
4 
5 
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olen sind maßgeblich an der Exozytose schleimhaltigen Materials (in Verbindung mit 
Ca2+), an der Bewegung der Cilien, an der Stabilität und der mitotischen Bewegung des 
Zytoskeletts beteiligt.66 
In der Plasmamembran und der Pellicula befinden sich Mukozysten, Nahrungsvakuolen 
(Gastriolen) sowie kontraktile Vakuolen. Letzteres kontrolliert zum einen durch 
vorhandene Protonenpumpen, Ionenaustausch und infolge passiver Diffusion das konstante 
Zellvolumen. Zum anderen ist das Innere der Zelle hyperosmotisch und muss mit Hilfe der 
kontraktilen Vakuolen osmotisch reguliert werden. Den Mukozysten wird eine Rolle in der 
endozytotischen Nahrungsaufnahme und der schnellen Exozytose mukoider (schleimigen) 
Nahrungsbestandteile zugesprochen, wobei die eigentliche Speicherung der Nahrung in 
den Nahrungsvakuolen erfolgt.70 Als solche stehen sie in direktem Kontakt mit dem 
Nahrungsapparat. Dieser befindet sich nach der Abbildung 2.5.1 am vorderen (anterior) 
Ende und setzt sich aus dem trichterförmigen Zellschlund (Zytopharynx) und dem 
Zellmund (Zytostom) zusammen. Das Zytostom ist wiederum mit den Nahrungsvakuolen 
über Mikrotubuli verbunden. Sobald eine Gastriole gefüllt ist, wandert sie elliptisch zum 
posterioren Ende, um die enzymatisch zerkleinerte Nahrung in einer Exozytose abzugeben. 
Es bildet sich eine neue Vakuole. Dabei hängt die Anzahl produzierter Nahrungsvakuolen 
maßgeblich vom physiologischen Zustand der Zelle, von dem Zellzyklus sowie von 
exogenen Einflüssen (z. B. pH-Wert, Fremdstoffe) ab.  
Nicht verdaute Nahrungsbestandteile werden über den permanent lokalisierten Zytopyge 
(Zellafter) ausgeschieden. Hierbei verschmilzt die Nahrungsvakuole mit der Membran der 
Zytopyge. Es kommt zur Ausscheidung, die Nahrungsvakuole platzt und zerfällt in klei-
nere Vakuolen.  
Allerdings ist nicht allein die Anwesenheit der Gastriolen für den Stoffwechsel bedeutsam. 
Vielmehr enthält Tetrahymena, ähnlich wie der menschliche Organismus, im Zytoplasma 
Organellen wie das Endoplasmatische Retikulum, die Mitochondrien, den Golgi-Apparat, 
die Ribosomen, die Peroxisomen sowie die Lysosomen.  
Durch diese Kompartimente gleicht die Physiologie der Ciliaten den humanen Zellen. Es 
speichert beispielsweise Glucose in Form von Glykogen. Glykogen dient als Reservestoff 
für den Kohlenhydrathaushalt. Kommt es zum Mangel an Glucose, wird über die Glyko-
genolyse Glykogen bis zu Glucose abgebaut und steht zur weiteren Energiegewinnung zur 
Verfügung.71 Denn über den Abbau von Glucose, Eiweißen und Fetten wird das energierei-
che Acetyl-CoA in den Ciliaten gebildet. Als intermediäres Stoffwechselprodukt wird es 
im Zuge des Citratzyklus oder des Fettsäure-Abbaus zur Energiegewinnung in Form des 
Adenosintriphosphats (ATP) benötigt, welches selbst während der oxidativen Phosphory-
lierung in den Mitochondrien produziert wird.71 Dies bedingt jedoch den Aufbau eines 
elektrochemischen Potentialgefälles.72,73,74  
Dieses Potentialgefälle wird über den Transfer von Protonen und Elektronen über die in-
nere Mitochondrienmembran gewährleistet.75,76,77 Es spielt vor allem der Kontakt zwischen 
dem Intermediärraum der Mitochondrienmembran mit dem äußeren Bereich der Mito-
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chondrienmembran über die Komplexe I (NADH-Dehydrogenase), III (Cytochrom-Reduk-
tase) und IV (Cytochrom-Oxidase) eine entscheidende Rolle. Demnach ist die Fähigkeit 
der Ciliaten zur Redoxreaktion über die Atmungskette wichtig. Wird Tetrahymena 
gegenüber Fremdstoffen mit redoxaktiven oder pH-abhängigen Eigenschaften exponiert, 
kann es eine Entkopplung der Atmungskette nachsichziehen.75  
Allerdings beschränkt sich jener Metabolismus auf CYP-450 unabhängige Reaktionen, da 
diese für den Fremdstoffmetabolismus entscheindende Enzymfamilie nicht in Tetrahymena 
vorhanden ist. 38,39  
Es ist weiterhin denkbar, dass im Ciliaten ADH-abhängige Fremdstoffe nicht aktiviert 
werden können. Auch in diesem Fall wird vermutet, dass Tetrahymena kein ADH ent-
hält. 36 Infolgedessen wäre eine Toxizitätsvorhersage für proelektrophile, ADH-abhängige 
Fremdstoffe schwierig.36 Inwieweit der Bioassays tatsächlich nicht angewendet werden 
kann, wenn es um eine metabolische Aktivierung durch CYP-450 und ADH geht, soll in 
der folgenden Arbeit überprüft werden.  
 
Interessanterweise konnten bis zu 1440 Mitochondrien in einem Protozoen nachgewiesen 
werden. In ihnen sind zahlreiche Enzymaktivitäten lokalisiert. Zugleich lässt die Präsenz 
von Peroxisomen auf eine hohe Enzymdichte schließen. Peroxisomen sind typische euka-
ryontische Organellen mit einfacher Membranstruktur.  
Ihre Erstentdeckung gelang unter anderem in Spezies von Tetrahymena, in denen vor allem 
Oxidasen, Dehydrogenasen und Transferasen lokalisiert sind.71,78 In diesen verstoffwech-
selt Tetrahymena u. a. zwei Moleküle Acetyl-CoA zu einem C4-Kohlenstoffkörper (Gly-
oxylatzyklus), welches anschließend anaplerotisch zu Succinat umgesetzt wird.79 Dieser 
physiologische Zyklus, der ebenso für die Synthese von Glucose aus langkettigen Fettsäu-
ren nötig ist, kommt lediglich in Pflanzen, Pilzen und einigen Bakterien vor.78 Dies zeigt, 
dass mit Hilfe der vorliegenden In-vitro-Methode sowohl der Einfluss exogen aufgenom-
mener Substanzen auf den Stoffwechsel höher Organismen als auch auf niedere Organis-
men untersucht werden kann.  
 
 
2.5.3 Einsatz für die Vorhersage der Toxizität von Fremdstoffen 
Im Zuge der REACH-VO müssen alle Chemikalien u. a. auf ihr ökotoxikologisches Risiko 
beurteilt werden. Dabei hängt das Ausmaß dieser Bewertung vom produzierten Umfang 
der Substanzen ab. Je höher die Produktionsmenge pro Jahr ist, desto umfangreicher müs-
sen die ökotoxikologischen Untersuchungen sein.1,2  
Um eine ökotoxikologische Vorhersage treffen zu können, ist es wünschenswert, dass Or-
ganismen eingesetzt werden, die leicht zu kultivieren sind, in den Laboralltag einfach 
etabliert werden können und dennoch aussagekräftige Ergebnisse durch beispielsweise 
vorhandene fremdstoffmetabolisierende Enzymsysteme liefern. 
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Diese Kriterien werden zum Teil auch durch Tetrahymena erfüllt (z. B. kurze Generations-
zeit von 4 bis 6 h und Enzyme der Atmungskette).13, 64, 67 
In seiner Eigenschaft als primärer und sekundärer Konsument spielt es eine regulierende 
Rolle sowohl in der aquatischen Nährstoffverwertung als auch in der Kontrolle präsenter 
Bakterienpopulationen. Darüber hinaus zeigt es die oben angesprochenen analogen, physi-
ologischen Fähigkeiten höherer eukaryontischer Zellen. Es besitzt neben den dargelegten 
Kompartimenten, ähnliche hormonelle Signalwege, eine analoge Proteinbiosynthese und 
unterliegt der oxidativen Phosphorylierung.80 Wirken somit Substanzen direkt auf die 
Atmungskette der Einzeller (Vorhandensein der Mitochondrien), ist es wahrscheinlich, 
dass diese ebenso oxidative Entkoppler in anderen Eukaryonten darstellen.  
Ergeben sich in Tetrahymena substanzbedingte Änderungen des physiologischen Zustan-
des und der Morphologie, könnten Rückschlüsse auch auf andere Eukaryonten gezogen 
werden. Beispielsweise ähnelt eine substanzbedingte Degeneration der Cilien nach Müller 
et al. einem toxikologisch relevanten Einfluss auf das menschliche Flimmerepithel der 
Lunge.81,82  
Ferner können Änderungen in der Struktur, der Anzahl ihrer Organellen und Gastriolen 
Auskunft über den derzeitigen metabolischen Zustand geben. Infolge einer Chemikalien-
exposition bilden sich Lipidtröpfchen, autophage Vakuolen, Glykogentröpfchen und Ein-
schlusskörper. Es kommt zur Verdichtung der Peroxisomen und der Mitochondrien. Die 
Einschlusskörper, sogenannte Granulate (Körnchen), weisen eine hohe Ionendichte an Cal-
cium, Magnesium, Kalium sowie Phosphor auf.64-65,83 Gleichzeitig konnte eine Akkumula-
tion an giftigen Metallen wie Cadmium nachgewiesen werden.  
 
Allerdings ist Tetrahymena pyriformis weder eine Alternativmethode für den Einsatz von 
Fischen als Testorganismus noch alternativ für Daphnia magna.  
Seine enzymatischen Defizite (CYP-450 und ADH) zeigen die möglichen Grenzen des 
Bioassays. Inwieweit eine Bioassay-Analyse organischer Elektrophile und Proelektrophile 
mit den Ciliaten Tetrahymena pyriformis dennoch möglich ist, ist zu prüfen.  
 
 
2.5.4 Tetrahymena im In-vitro-Ansatz 
Der Anwendungsbereich der Ciliaten für eine Toxizitätsvorhersage hängt von seiner meta-
bolischen Ausstattung ab. Somit können je nach Fragestellung unterschiedliche Endpunkte 
untersucht werden.  
Beispielsweise kann eine Schadstoffexposition eine Änderung des Wachstums und der 
Physiologie hervorrufen, oder aber eine Veränderung ihres Verhaltens (Ethologie) hin-
sichtlich der Bewegung und der Ernährung.84  
Es hat sich gezeigt, dass die wachstumshemmenden Eigenschaften unter definierten Ver-
suchsbedingungen am sensitivsten elektronisch und spektrometrisch erfasst werden.85 
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Durch Ersteres erfolgt die elektronische Bestimmung der Lebendzellzahl nach ihrer Zell-
größe, in der Zellsuspensionen mit farblosen oder farbigen Chemikalien exponiert sind. 
Dahingegen beruht die Absorptionsmessung auf der Bestimmung der abnehmenden Zell-
dichte, wenn die Ciliaten zunehmend in ihrem Wachstum gehemmt sind.85  
Allen Methoden ist jedoch gemeinsam, dass über einen definierten Zeitraum mit steigender 
Stoffkonzentration die Schadwirkung zunimmt. Dieser Zusammenhang kann in Form einer 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehung dargestellt werden. Infolgedessen ist eine Quantifi-
zierung der Schadwirkung zum Beispiel in Form des EC50-Wertes möglich. Mit Hilfe die-
ser effektiven Konzentration ist eine anschließende Einordnung in die Toxizitätserhöhung 
realisierbar.  
 
 
2.5.5 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung 
Die Bestimmung des EC50-Wertes ermöglicht nicht nur die Quantifizierung des log Te-
Wertes, vielmehr auch eine einheitliche und damit vergleichbare ökotoxikologische Be-
wertung von Fremdstoffen.  
Voraussetzung für eine Vergleichbarkeit sind jedoch ähnliche Versuchsbedingungen. Es 
zeigte sich, dass Tetrahymena im Dunkeln bei 28 °C und ohne Schütteln kultiviert werden 
kann.67, 80 Der Tod tritt bei 34,6 °C auf. Eine Verringerung der Temperatur führt zu einer 
Verschiebung der Wachstumsphasen und verlangsamt das Wachstum. Dies hängt auch 
vom vorliegenden Proteinmedium ab. Eine dauerhafte Kultivierung ist im sogenannten 
nährstoffreichen PPY-Medium (proteose-pepton-yeast) möglich, zugleich kann in einem 
mageren Versuchsmedium wie PPT (proteose-pepton-trypton) die Bestimmung des EC50-
Wertes erfolgen.  
Werden die Ciliaten unter diesen definierten statischen Bedingungen einer steigenden 
Chemikalienkonzentration ausgesetzt, sind sie zunehmend in ihrem Wachstum gehemmt. 
Diese Abhängigkeit der Wirkung von der Konzentration wird als Konzentrations-Wir-
kungs-Beziehung dargestellt (siehe dazu das Beispielt 2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon in 
Abbildung 2.5.2). Aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen können Struktur-
Aktivitäts-Beziehungen charakterisiert werden, die sich aus toxikologisch relevanten Re-
aktionsmechanismen ergeben.  
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Abbildung 2.5.2 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung nach einer 24-h-Chemikalienexposi-
tion.  
Aufgetragen ist die Wachstumshemmung (%) gegen die eingesetzte Konzentra-
tion (mM) nach einer Exposition von 24 h. Die schwarze Linie stellt den sig-
moidalen Kurvenverlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung dar. Die 
blaue Linie ist der 95%ige Vertrauensbereich. Des Weiteren sind für eine 
bessere Darstellung die effektive Konzentration bei 0 %, 50 % (EC50) und 
100 % Wachstumshemmung zu sehen.  
 
 
2.6 Hemmung von Enzymkapazitäten 
Im Hinblick auf die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen können mit ihrer Hilfe nicht 
nur Struktur-Aktivitäts-Beziehungen abgeleitet werden, die sich aus dem Chemikalienein-
fluss auf die gesamte Physiologie ergeben. Es existieren ebenso Methoden, um den Ein-
fluss einer Stoffexposition nur auf Enzymsysteme wie Esterasen oder Reduktasen zu unter-
suchen.  
Inwieweit diese Enzyme beeinflusst werden und damit als toxikologische Endpunkte ein-
gesetzt werden könnten, wird im folgenden Abschnitt näher erläutert.  
 
 
2.6.1 Bestimmung aktiver Reduktasen 
Bezogen auf die Physiologie von Tetrahymena enthalten vitale Zellen Enzymsysteme, die 
als Dehydrogenasen Elektronen und Wasserstoff aus einem Substrat abspalten. Diese kön-
nen anschließend auf die Reduktionsäquivalente NADH oder NADPH übertragen wer-
den.86  
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Bei aktiver, mitochondrialer Succinat-Dehydrogenase ist zudem ein Hydridtransfer auf 
Succinat mit einem anwesenden Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) als Cosubstrat 
möglich.  
Um ein Verständnis für die Bedeutung der Dehydrogenasen und Reduktasen für die Zell-
vitalität zu bekommen, soll an dieser Stelle beispielhaft auf die Funktionsweise der Suc-
cinat-Dehydrogenase (SD) eingegangen werden: Das Substrat Succinat wird durch SD zum 
Fumarat oxidiert, wobei ein Hydridtransfer auf FAD (Bildung des reduzierten FADH2) 
erfolgt (Schema 2.6.1).  
 
COO−
-OOC
COO−
-OOCSD
FAD FADH2  
 
Schema 2.6.1 Oxidation des Succinat zum Fumarat 
Oxdation des Succinat zum Fumarat durch die aktive Succinat-Dehydrogenase 
(SD), wobei ein Hydridtransfer auf Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) er-
folgt.   
 
Bisher ist bekannt, dass eine Hemmung der SD z. B. kompetitiv durch die Einwirkung des 
Fremdstoffes Malonat (Salz der Malonsäure) erfolgen kann.87   
Malonat weist eine ähnliche Struktur wie das Succinat auf. Allerdings kann in diese 
Struktur enzymatisch keine Doppelbindung eingeführt werden. Das Malonat kann daher 
kompetitiv an das aktive Zentrum der SD binden und hemmt dieses. Bei einer 
kompetitiven Hemmung konkurrieren ein Antagonist und Agonist um die Bindungsstelle 
an einem Rezeptor oder eben im aktiven Zentrum eines Enzyms. Eine solche 
Enzymhemmung ist vermutlich auch bei der Einwirkung von Chemikalien gegebenüber 
Tetrahymena denkbar. Allerdings kann nicht die direkte Anbindung an das aktive Zentrum 
untersucht werden, lediglich die unspezifische Enzymhemmung. Es wäre aber auch 
denkbar, dass einwirkende elektrophile Chemikalien mit nukleophilen Zentren der Enzyme 
reagieren und diese dadurch in ihrer Funktion hemmen.    
Wirken demnach Chemikalien auf aktive Reduktasen, kann es zu einer Summierung 
intrazellulärer Störungen aktiver Stoffwechselwege kommen. Es resultieren dehydrogena-
seabhängige Änderungen in der Zellproliferation, in der Stoffwechselfunktion von Mito-
chondrien oder auch in der Durchlässigkeit von Plasmamembranen.88 Dieses Ausmaß kann 
photometrisch detektiert werden.89,90  
Zum Beispiel ist ein Einsatz des Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltet-
razoliumbromid (MTT) möglich. Im Schema 2.6.2 ist die Struktur des MTT dargestellt.  
Genauer betrachtet, wird dieser Zytotoxizitätstest da eingesetzt, wo die Einwirkung von 
Fremdstoffen zu einer Änderung der zellulären Redoxaktivität führt. Wird beispielsweise 
während der Glykolyse kein NADH gebildet, ist keine Reduktion des MTT möglich.  
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Schema 2.6.2 Struktur des Farbstoffes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- 
  tetrazoliumbromid (MTT)  
 
Dabei gelangt MTT infolge einer Endozytose in die Mitochondrien, in die Endosomen 
oder Lysosomen.91 In aktiven Zellen wird das gelbe wasserlösliche Tetrazolium-Salz über 
eine Ringöffnung in das blau-violette schwerlösliche Formazan reduziert (Schema 2.6.3).  
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Schema 2.6.3 Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT zum Formazan 
Reduktion des gelben wasserlöslichen 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazoliumbromid (MTT) zum blau-violetten nicht wasserlöslichen Forma-
zan durch das Enzym Dehydrogenase in lebenden Zellen von Tetrahy-
mena pyriformis.92 
 
In früheren Arbeiten wird erwähnt, dass der Farbstoff MTT überwiegend durch das Re-
duktionsäquivalent Succinat der Succinat-Dehydrogenase reduziert wird.93 Heutzutage 
wurde diese Ansicht erweitert. Das MTT dient eher dem allgemeinen Nachweis der pyri-
dinhaltigen NADPH- und NADH-abhängigen Reduktaseaktivität.93,94 
Eine Inhibierung der Stoffwechselaktivität der Ciliaten könnte zur Apoptose der Zellen 
führen. Im Zuge dieses kontrollierten, programmierten Zelltotes werden zum einen Prote-
ine der Gruppe der Apoptose-induzierenden Faktoren (AIF) und zum anderen Proteine der 
in der Atmungskette benötigten Cytochrome freigesetzt.91 Die Zelle stirbt ab.  
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2.6.2 Bestimmung aktiver Esterasen 
Neben einer substanzbedingten Inhibierung aktiver Reduktasen können zelluläre Esterasen 
gehemmt werden (z. B. Lipasen). Esterasen spalten Estergruppen hydrolytisch (Schema 
2.6.4).86 
O
R1
OR2
R2 OH + OH
R1
OEsterase
 
Schema 2.6.4 Allgemeiner Abbau von Estern durch Esterasen 
Allgemeiner Reaktionsmechanismus durch anwesende Esterasen über die Spaltung 
Estern in das entsprechende Alkohol und die Carbonsäure 
 
Durch eine Chemikalienexposition werden die Enzyme inhibiert, was photometrisch de-
tektiert werden kann. Hierfür kann der Farbstoff Fluoresceindiacetats (FDA) eingesetzt 
werden (siehe Schema 2.6.5).95  
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Schema 2.6.5 Struktur des Farbstoffes Fluoresceindiacetat (FDA) 95 
 
FDA hat zwei Acetatgruppen kovalent gebunden. Diese Gruppen stabilisieren zum einen 
den hydrophoben Charakter des FDAs. Zum anderen ist FDA (log Kow = 3,50) verglichen 
zum Fluorescein (log Kow = 3,35) weniger hydrophil.96   
Dadurch kann das FDA leichter durch passive Diffusion in das Zytosol der Zellen gelan-
gen. Bei aktiven Esterasen (Schema 2.6.6) wird der gelbe Farbstoff zum wasserlöslichen, 
rot fluoreszierenden Fluorescein gespalten.95 
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Schema 2.6.6 Reduktion des Fluoresceindiacetat zum Fluorescein 
Reduktion des gelben, nichtfluoreszierenden des Fluoresceindiacetat (FDA) 
zum rot, fluoreszierenden Fluorescein durch das Enzym Esterase in Tetrahy-
mena pyriformis. Als Nebenprodukt wird Essigsäure (HAc) abgespalten. 95 
 
Ähnlich wie im MTT-Test führt auch hier die Fremdstoffeinwirkung zu einer verminderten 
Fluoresceinbildung. 
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Anhand dieser zwei Tests und der vorangegangenen Theorie zu Tetrahymena ergibt sich, 
dass Chemikalien entweder einen vollständigen Einfluss auf die Physiologie ausüben oder 
nur auf einzelne Enzymkomplexe.  
Die Bestimmung aktiver Reduktasen und Esterasen in Tetrahymena pyriformis ermöglicht 
vermutlich eine weitere ökotoxikologische Bewertung von Fremdstoffen. Inwieweit diese 
Zytotoxizitätstests tatsächlich für eine Toxizitätsvorhersage herangezogen werden könnten, 
sollte untersucht werden.   
 
 
2.7 Bioverfügbarkeit 
Das Ausmaß des Toxizitätsbeitrages organischer Substanzen in der Umwelt ist nicht nur 
per se durch deren Fähigkeit geprägt, direkt oder nach einer metabolischen Aktivierung 
mit bedeutsamen Biomolekülen zu reagieren. Vielmehr hat auch ihre Verteilung in die 
Umwelt oder deren Diffusion in biologische Kompartimente einen Einfluss.97 
 
 
2.7.1 Bioverfügbarkeit von Carbonsäuren 
Bisher stand die Charakterisierung der Toxizität elektrophiler oder proelektrophiler Ver-
bindungen im Vordergrund. Nichtsdestotrotz gibt es Substanzen, die als ionogene Spezies 
toxikologisch relevant sind, für die ebenso Struktur-Aktivitäts-Beziehungen abgeleitet 
werden sollten.98,99 
Auf die ökologische und biologische Verfügbarkeit hydrophober ionisierbarer, organischer 
Verbindungen (HIOCs – hydrophobic ionizable organic compounds) hat der Grad der Dis-
soziation Einfluss. Das Ausmaß kann für eine toxische Wirkung ausschlaggebend sein. 
Daher muss neben der Berücksichtigung des hydrophoben Charakters der HIOC, auch de-
ren Dissoziationsfähigkeit, z. B. unter der Verwendung ihrer Säurestärke (pKs-Wert), be-
achtet werden.100 
In dieser Arbeit sollte der Einfluss des pKs-Wertes auf die Verfügbarkeit von Carbonsäuren 
und die daraus resultierende Toxizität interpretiert werden.  
Im Vordergrund stand eine modelltheoretische Annahme über die Bioverfügbarkeit von 
Chemikalien sowohl unter Vernachlässigung einer Dissoziation als auch unter Berücksich-
tigung selbiger. Erst dadurch ist es möglich, eine erste Plausibilitätsannahme über den tat-
sächlichen bioverfügbaren Anteil von Carbonsäuren zu treffen.99, 101   
Carbonsäuren sind durch die Existenz einer terminalen Carboxyl-Gruppe und einer damit 
verbundenen Alkyl-Gruppe geprägt, wenngleich der saure Charakter durch die polarisie-
rende Carbonyl-Gruppe verursacht wird:102  
In wässriger Lösung dissoziiert eine Carbonsäure (HA) in das entsprechende Carboxylat-
Anion (A−) nach dem Schema 2.7.1.  
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Dies wird ermöglicht, da durch den induktiven elektronenziehenden Charakter des 
Carbonyl-Kohlenstoffatoms die benachbarten Sauerstoffatome polarisiert werden. 
Infolgedessen erleichtert es die Abgabe des Protons an der Hydroxyl-Gruppe zum 
entsprechenden Carboxylat-Anion und erschwert gleichzeitig dessen Wiederaufnahme 
(maximaler pKs von 5).  
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Schema 2.7.1 Dissoziation einer Carbonsäure in wässriger Lösung 
Dissoziation einer Carbonsäure (HA) in wässriger Lösung unter Bildung des meso-
meriestabilisierten Carboxyl-Anions (A−) und eines Hydronium-Ions (H3O+). 
 
 
Die sich ergebende negative Ladung des Anions ist über drei σ-Bindungen entlang des 
sp2-hybridisierten Carbonyl-Kohlenstoffatoms und der zwei Sauerstoffatome verteilt. Sie 
wird damit resonanzstabilisiert.27 Infolge dieser Mesomeriestabilisierung können die bei-
den Sauerstoffatome als gleichwertig (auch in ihrer Länge) angesehen werden und ermög-
lichen eine einheitliche Verteilung der negativen Ladung.  
Substituenten mit –I-Effekt erleichtern die Protonenabgabe durch eine zunehmende posi-
tive Polarisierung der Carbonyl-Gruppe. Wohingegen eine Konjugation mit elektronen-
schiebenden Eigenschaften die gegensätzliche Reaktion bewirken.  
Im Schema 2.7.2 ist zu sehen, das Carbonsäuren Wasserstoffbrückenbindungen am Sauer-
stoffatom der Carbonyl-Gruppe sowie an der Hydroxyl-Gruppe eingehen können, was den 
hydrophilen Charakter verursacht.  
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Schema 2.7.2  Wasserstoffbrückenbildung einer Carbonsäure. 102 
 
Um das Maß der Dissoziation einer Carbonsäure quantifizieren zu können, wird die Stärke 
einer Säure in Form des pKs-Wertes angegeben. Dieser Dissoziationsgrad kann in Form der 
Henderson-Hasselbalch-Gleichung erklärt werden (Gleichung 2.8). 
S
B
S logppH c
c
K +=       (2.8) 
Es zeigt die Abhängigkeit der verfügbaren Konzentration der Säure (cS) und der Base (cB) 
vom pH-Wert und pKs-Wert. Folglich besitzen Säuren und Basen am gegebenen pH-Wert 
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und den pKs-Wert eine sowohl ionisierte (Index i) als auch nichtionisierte (Index u 
ausgehend von „unionisiert“) Spezies, die durch die folgenden Gleichungen in Form der 
fraktionierten Anteile der Säuren (fSäure) und Basen (fBase)  beschrieben werden kann: 99,101 
sppH101
1Base
i
Säure
u K
ff −+
==
    (2.9)
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ff
    (2.10) 
 
Base
if  (ionisierte Fraktion der Base) wird in dieser Arbeit entsprechend nach dem pKs-
Wert der Base als neutrale Form der gegebenen Base B angesehen. fu quantifiziert den un-
dissoziierten Anteil der Säure HA bzw. der protonierten Base BH+. 
Für das Verständnis der biologischen Effekte durch die Aufnahme neutraler, organischer 
Verbindungen (ohne Berücksichtigung einer Dissoziation) in einen Organismus wird der-
zeit der log Kow-Wert als Hydrophobieparameter eingesetzt.100 Dennoch konnte festgestellt 
werden, dass sich die Verteilung eines ionogenen Stoffes zwischen hydrophilen und hy-
drophoben Kompartimenten in Abhängigkeit zum vorherrschenden pH-Wert ändert und 
somit auch der log Kow-Wert: Eine dissoziierte Säure weist aufgrund der geladenen Car-
boxyl-Gruppe eine bessere Wasserlöslichkeit auf, wobei sich dadurch deren Aufnahme 
bzw. die Verteilung selbiger über die biologische Membran erschwert.101 Um den Einfluss 
der Dissoziation auf die Gesamtverteilung eines Stoffes zu berücksichtigen, kann der log 
Dow-Wert (D für Verteilung “distribution“) quantifiziert werden (Gleichung 2.11 und 
2.12).99,101 
 
     Dow = Kow · fu + (Ki + Kip) · fi     (2.11) 
bzw.  
     Dow = Kow · fu + (Ki + Kip) · (1̶ fu)    (2.12)  
 = ܦ୭୵୳   + ܦ୭୵୧  
 
Der Kow-Wert entspricht damit der Verteilung eines neutralen Stoffes im Gemisch aus Ok-
tanol und Wasser. Ki ist der Beitrag des dissoziierten Säure-Anions zur Bestimmung des 
log Dow-Wertes, wobei durch Kip der Anteil an Ionenpaarbildung mit in der Lösung 
befindlichen Kationen berücksichtigt wird. Das Verteilungsgleichgewicht einer Säure im 
Gemisch Oktanol/Wasser ist im Schema 2.7.3 zusammengefasst.  
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Schema 2.7.3 Allgemeine Verteilung einer ionogenen Verbindung 
Beispiel für die Verteilungskapazität der ionogenen Carbonsäuren HA im System 
n-Oktanol und Wasser in Anwesenheit eines Salzes MX. Kow und Ki repräsentieren 
den Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten von HA und A−. Ks entspricht der 
Säure-Dissoziationskonstante von HA. Der Verteilungskoeffizient des Ionenpaares 
A− + M+ wird durch Kip dargestellt. 99,101 
 
Die alleinige Toxizitätsbeurteilung und der damit verbundenen Einordnung in die Toxizi-
tätserhöhung durch den log Kow-Wert entspricht der Annahme, dass die untersuchte Säure 
vollständig bioverfügbar ist (1.Fall) und keine Dissoziation am gegebenen pH-Wert vor-
herrscht. Dies würde eine maximale Bioverfügbarkeit der Säure als neutrale Form voraus-
setzen. Wird jedoch das Maß der Dissoziationskapazität der Säure berücksichtigt, so zeigt 
es eine weitere allgemeine Annahme: Dissoziiert eine Carbonsäure teilweise in wässriger 
Lösung, ist nur der undissoziierte Anteil (HA) bioverfügbar.  
Der sich ergebende dissoziierte Anteil verbleibt aufgrund der besseren Wasserlöslichkeit 
und elektrostatischen Abstoßungen (H+ + A−) vollständig in der wässrigen Phase. Somit ist 
eine kleinere Substanzkonzentration als im Fall 1 biologisch verfügbar. Diese Annahme 
kann über die Gleichung 2.13 berechnet werden und beschreibt die minimale 
Bioverfügbarkeit (2. Fall) des Stoffes.53 
     
owppH
Säure
ow
S101
1 KD K ⋅+= −     (2.13) 
bzw.
 
     
owpHp
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s101
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K
⋅+= −      (2.14)
 
 
Allerdings stellen diese beiden Modelle Extremfälle dar. Es kann nie ausgeschlossen wer-
den, dass sowohl der dissoziierte als auch partiell der undissoziierte Anteil durch Diffu-
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sion, Ionenkanäle oder aktiv über die Membranen aufgenommen wird. So erwähnen u. a. 
Zhao et al., dass bei der Bestimmung der toxischen Effekte von Carbonsäuren gegenüber 
Daphnia magna auch die dissoziierte Form berücksichtigt werden sollte.103 Dies setzt aber 
eine gewisse Bioverfügbarkeit des dissoziierten Anteils voraus.82,101 Für eine Berücksichti-
gung des dissoziierten und undissoziierten Anteils an der Auslösung einer Schadwirkung 
kann nach Schüürmann et al. mit Hilfe der Gleichung 2.15 der Dow-Wert bestimmt werden. 
Dadurch ist anschließend die Berechnung des log Te-Wertes möglich. 101 
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Für die Summe aus Ki und Kip könnte als Näherungswert Kow/100 angegeben werden, da 
ausgehend von der Berechnung verschiedener hydrophober Carbonsäuren, die Summe aus 
Ki und Kip mindestens um den Faktor 100 kleiner war, als dessen Kow-Wert. 53,97,99 Die sich 
ergebende Vereinfachung der Gleichung 2.15 zur Gleichung 2.16 ermöglicht die Berech-
nung des log Dow-Wertes unter Berücksichtigung des dissoziierten und undissoziierten 
Anteils der Carbonsäuren (3. Fall).101  
      owppH
ppH
Säure
ow
S
S
101
10
100
11
KD K
K
⋅+
⋅+
= −
−
    (2.16) 
 
Der Vergleich der drei Fälle bzw. Modellvorstellungen erlaubt eine erste Plausibilitätsan-
nahme über die tatsächliche Bioverfügbarkeit der Säuren im Organismus und damit an-
schließend die systematische Ableitung von Strukturalarmen.  
Denn mit Hilfe des log Kow- und des log Dow-Wertes kann der Beitrag der erhöhten Toxi-
zität zur erwarteten Narkose quantifiziert werden.  
 
 
2.7.2 Bioverfügbarkeit chemischer Stoffe 
Wie bereits McFarland erkannte, ist diese Bioverfügbarkeit einer Chemikalie von dessen 
Fähigkeit geprägt, sich aufgrund ihres Transportes, der Diffusion oder ihrer Adsorption 
oder Absorption in ökologisch relevante Kompartimente zu verteilen.104,105  
Im Wasser befindliche Substanzen können in Abhängigkeit ihrer Affinitäten in der wässri-
gen Phase verbleiben oder an Festkörperpartikel oder Schwebstoffe im Wasser adsorbie-
ren. Die Eigenschaft, an eine Festkörperoberfläche zu binden, wird als Sorption bezeich-
net.104  
Sorption kann dann stattfinden, wenn zwischen der gelösten Substanz und dem organi-
schen Material Wechselwirkungen in Form der van-der-Waals Interaktionen, der Dipol-
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Dipol-Wechselwirkungen und Dispersionskräften stattfinden. Des Weiteren kann sich eine 
gelöste Substanz durch Wasserstoffbrückenbindungen an das organische Material binden. 
Liegen ionische Strukturen vor, äußern sich diese Wechselwirkungen in Form von 
Coulomb-Kräften.  
Durch diese Interaktionen kommt es zu einer Reduzierung der nominalen Stoffkonzentra-
tion in der wässrigen Phase. Die bioverfügbare Konzentration, die für eine Schadwirkung 
im aquatischen Organismus verantwortlich ist, ist damit geringer als die nominal zum 
System zugeführte Konzentration. Um dieses Ausmaß an Sorption auch im In-vitro-Ansatz 
mit Tetrahymena pyriformis zu berücksichtigen, ist es notwendig, die Verteilung der zu 
untersuchenden Stoffe zwischen dem wässrigen System und der Oberfläche organischer 
Partikel zu bestimmen. Als Partikel im Bioassay, die die biologische Verfügbarkeit beein-
flussen, zählen in dieser Arbeit die Bestandteile des Mediums, Zelltrümmer und tote Zel-
len.  
Generell kann das Maß der Sorption in Form des Sorptionskoeffizienten Kd charakterisiert 
werden. Der Sorptionskoeffizient verdeutlicht die Gleichgewichtsverteilung eines Stoffes 
(Sorbens) zwischen der Festphase (Sorbat) xs (Mol/kg), ausgedrückt durch die Anzahl der 
besetzten Sorbatmoleküle pro kg Sorbens und der Konzentration des Stoffes im wässrigen 
System cw (mol/L).106  
w
s
d c
xK =        (2.17) 
Die Sorption findet überwiegend an der organischen Kohlenstofffraktion (Koc) des Sorba-
tes statt und muss entsprechend berücksichtig werden.  
Wird der Sorptionskoeffizient auf den Anteil an organischem Kohlenstoff des Sorbens foc 
normiert, ist die Bestimmung des Koc-Wertes möglich (Gleichung 2.18).  
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Über diesen allgemeinen, experimentell basierten Ansatz hinaus ist eine rechenmodellge-
stützte Vorhersage des Sorptionspotentials anwendbar. Mit dessen Hilfe kann das Vertei-
lungsvermögen (und auch Sorptionsverhalten) von Substanzen untersucht werden, deren 
Koc-Werte experimentell bisher nicht zugänglich waren. Dieses Prinzip hat in den letzten 
Jahren an Bedeutung gewonnen, da ein großes Interesse darin gelegen ist, die Fähigkeit der 
Substanzverteilung z. B. über die menschliche Zellmembran (Blut-Hirn-Schranke), im 
Fisch oder allgemein im ökologischen System zu quantifizieren. 
Die Bestimmung des Verteilungsvermögens zwischen zwei Phasen kann über Lineare Sol-
vatations-Energie-Beziehungen (LSER – linear solvation energy relationship) erfolgen, 
zugleich stellen diese eine Untergruppe der LFER-Ansätze (linear free energy relations-
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hip) dar. Wie der Name LFER bereits verdeutlicht, wird im Zuge von LFER-Modellen das 
thermodynamische Verhalten von Substanzen charakterisiert.107,108  
Eine Anwendung der LSER wird unter anderem durch Abraham et al. beschrieben.109 Das 
Modell findet dort Anwendung, wo Stoffeigenschaften (SP) z. B. der log Kow, eines gelös-
ten Stoffes vorhergesagt werden sollen, die sich aus der Wechselwirkung mit dem umge-
benen System ergeben.108 Dadurch gelang es Abraham et al., mathematische Aussagen 
über das Solvatationsverhalten gelöster Stoffe zu treffen:  
 
SP = eE + sS + aA + bB + vV + c    (2.19) 
SP = eE + sS + aA + bB + lL + c     (2.20) 
 
Um die unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen dem Stoff und dem vorliegenden 
System zu charakterisieren, beinhaltet die Abraham-Gleichung fünf Terme. SP entspricht 
der zu bestimmenden Stoffeigenschaft.  
Inwieweit ein Stoff aufgrund seiner Größe und seiner Fähigkeit zu intermolekularen Wech-
selwirkungen mit dem gegenwärtigen System reagieren kann, wird durch die Substanzde-
skriptoren (Großbuchstaben) quantifiziert. Die Kleinbuchstaben entsprechen den Phasen-
deskriptoren und beschreiben die Interaktion des Systems mit dem gelösten Stoff.  
Abraham charakterisierte dieses Model zum einen für den Übergang zwischen zwei kon-
densierten Systemen (Gleichung 2.19), wobei der Term des McGowan Volumens V ent-
halten ist. Das McGowan-Volumen charakterisiert das Volumen, das der Stoff in der ent-
sprechenden Phase benötigt.106 Zum anderen wird für den Übergang eines Stoffes von der 
Gasphase in die kondensierte Phase die Gleichung 2.20 angewendet, die den Deskriptor L 
beinhaltet. Der Deskriptor L ist der Verteilungskoeffizient eines Stoffes zwischen den Pha-
sen gasförmig und flüssig in einem Gemisch mit n-Hexadekan. 
Anhand des Deskriptors E kann die Exzess-Refraktion charakterisiert werden. Dieser Term 
ist definiert als die zusätzliche molare Refraktion eines Stoffes verglichen zur molaren Re-
fraktion eines n-Alkans mit dem gleichen charakteristischen Volumen. Dabei bezieht sich 
der Term auf Moleküle, die durch Dispersions-Wechselwirkungen polarisiert werden. Der 
Term S verdeutlicht die Polarisierbarkeit bzw. die Dipolarität, um den Einfluss induzierter 
und nicht-induzierter Dipole zu berücksichtigen.  
Die Fähigkeit einer Substanz, Wasserstoffbrückenbindungen auszubilden, wird durch die 
Deskriptoren A und B charakterisiert. Mit Hilfe des Terms A wird aufgrund eines Elektro-
nenmangels im System die Wasserstoffbrückenbindungsazidität ermittelt. Durch den Term 
B wird die Fähigkeit der Wasserstoffbrückenbindungsbasizität ausgedrückt, welche sich 
aufgrund eines freien Elektronenpaares in der Verbindung ergibt.106  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Abraham-Gleichung als Grundgleichung genutzt, um 
die Sorptionsfähigkeit und damit die biologische Verfügbarkeit der hier untersuchten Sub-
stanzen zu bestimmen. Die hierbei betrachtete Sorption bezieht sich auf die Wechselwir-
kungen mit Zellen, Zellbruchstücken und Nährmediumbestandteilen.  
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3 Material und Methoden 
Für die Bestimmung der aquatischen Toxizität ausgewählter Chemikalien fand der Bioas-
say mit Tetrahymena pyriformis Anwendung. In diesem Abschnitt soll das Prinzip der In-
vitro-Methode und der Versuchsablauf für die Quantifizierung der Toxizität näher erläutert 
werden. Die Versuchsdurchführungen beziehen sich hierbei auf bereits bekannte Literatur-
vorschriften sowie aus diesen abgewandelte Handhabungen. Eine detaillierte Beschreibung 
der eingesetzten Geräte, die Herstellung der Proteinmedien für die Kultivierung der Cilia-
ten und die verwendeten Verbrauchsmaterialien und -lösungen sind im Anhang 
zusammengefasst. 
 
 
3.1 Bioassay Tetrahymena pyriformis 
3.1.1 Kultivierung von Tetrahymena pyriformis 
Als Einzeller stand zu Beginn der Dissertationsarbeit eine Hauptkultur von Dr. Andrea 
Müller, Helmholtz-Zentrum für Umweltforschung Leipzig, Department Proteomic, zur 
Verfügung.110 Durch das Absterben infolge einer Kontamination der Kultur wurde uns von 
Herrn Dr. Norman M. Ständer der Fakultät Veterinärmedizin der Universität Leipzig 2010 
eine neue Hauptkultur bereitgestellt.61 
Um zu gewährleisten, dass die Versuchsansätze und jede Kultivierung nicht kontaminiert 
sind, wurden zuvor alle benötigten Erlenmeyerkolben für drei Stunden bei 220 °C sterili-
siert. Gleiches galt für alle Glasgefäße für 2 Stunden bei 121 °C, wobei alle Arbeiten mit 
dem Einzeller unter sterilen Bedingungen erfolgten. 
Zur Dauerkultivierung von Tetrahymena pyriformis standen die Medien PPYG (Proteose-
Pepton-Hefe-Glucose-Medium), PPYGH (Proteose-Pepton-Hefe-Glucose-Monohydrat) 
sowie das Reismedium (RM) zur Verfügung. Die Dauerkultivierung diente der Aufrecht-
erhaltung der Kultur, welche alle drei bis vier Wochen umgesetzt wurde. Dabei hat sich im 
Laufe der Arbeit gezeigt, dass eine Inkubation der Kulturen bei 14  und 20 °C ohne Schüt-
teln und im Dunkeln optimal ist. Hierfür wurden 2 mL Kultur (Berücksichtigung einer aus-
reichenden Sauerstoffzufuhr) auf 20 mL PPYG- oder PPYGH-Medium überführt. 
Die Dauerkultivierung im RM erfolgte mit 3 bis 5 mL einer Kultur auf 20 mL autokla-
viertem Volvicwasser, zusammen mit drei bis fünf Körnern autoklavierten Reises.  
In Vorbereitung auf die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen wurden zweimal pro Wo-
che Kulturen mikroskopisch auf Vitalität, Beweglichkeit sowie auf eine Bakterienkontami-
nation untersucht und 3 mL Kultur auf 22 mL nährstoffreiches PPYG- oder PPYGH-Me-
dium frisch umgesetzt (28 °C, im Dunkeln, ohne Schütteln).  
Dahingegen erfolgte die Kultivierung von Tetrahymena pyriformis für die Versuchsansätze 
im sogenannten nährstoffarmen PPTS-Medium (Proteose-Pepton-Trypton-Medium).  
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Hierfür wurde zunächst eine 24-h-PPYG/PPYGH-Kultur auf deren Lebendzellzahl 
untersucht. Aus dieser Kultur wurden anschließend 5 mL mit 20 mL frischem PPTS-
Medium angesetzt. Eine Inkubation erfolgte ebenso bei 28 °C, im Dunkeln und ohne 
Schütteln. Die Verwendung einer 24-h-Kultur gewährleistete, dass sich die Einzeller im 
empfindlichen exponentiellen Wachstumsstadium befanden.  
 
 
3.1.2 Versuchsdurchführung der In-vitro-Methode  
Die Auswahl der untersuchten Stoffe, inklusive ihrer physikochemischen Eigenschaften, 
sind dem Anhang zu entnehmen. Die Eigenschaften wurden mittels EPISuite und 
ChemProp berechnet.96,111 Zudem wurden Chemikalien verwendet, die eine Mindestrein-
heit von 95 % aufwiesen.  
Zur Quantifizierung der Wirkstärke der ausgewählten Stoffe dient die Bestimmung des 
EC50-Wertes. Diese Konzentration konnte im Zuge einer Konzentrations-Wirkungs-Bezie-
hung ermittelt werden. Um diesen tatsächlichen EC50-Wert zu ermitteln, musste zunächst 
der Bereich erfasst werden, indem der EC50-Wert des Stoffes zu erwarten ist. Als Referenz 
diente in dieser Arbeit das Narkosemodell (Gleichung 3.1).5 
 
log EC50 = –0,89 (± 0,02) · log Kow – 1,00 (± 0,06)   (3.1) 
n = 22, r² = 0,98, = 0,98, rms =0,20, rmscv =0,23, F1,20 = 2130,17 
 
Der mittels Narkosegerade berechnete EC50 wurde zunächst in Vorversuchen als höchste 
Konzentrationsstufe angesetzt. Ist eine toxische Wirkung über das Narkoseniveau hinaus 
zu erwarten, ist der Stoff reaktiv-toxisch, und der erwartete EC50-Wert ist damit kleiner als 
bei alleiniger berechneter Narkosewirkung. 
Um diese effektive Konzentration bestimmen zu können, wurden ausgehend von der 
höchsten Konzentrationsstufe in Zehnerpotenzen fünf weitere Konzentrationsstufen in ei-
ner zweifachen Wiederholung hergestellt.  
Im Anschluss an jeden Vorversuch konnte mit Hilfe der Konzentrations-Wirkungs-Bezie-
hung der tatsächliche Bereich des EC50-Wertes ermittelt und eingegrenzt werden. Dies er-
möglicht die Bestimmung der Konzentrationsstufen für die Hauptversuche.  
Es wurden stets zwei unabhängige Hauptversuche mit je drei Wiederholungen und min-
destens neun Konzentrationsstufen durchgeführt. In jedem Hauptversuch wurden die Be-
reiche so gewählt, dass die kleinste Konzentration keinen Effekt auf das Wachstum ausübt. 
Dahingegen sollte die höchste Konzentration mindestens eine 95%ige-Hemmung des 
Wachstums hervorrufen.  
Im zweiten Hauptversuch wurde der Bereich um den EC50-Wert genauer abgegrenzt. Hier-
für sollten die gewählten Konzentrationen neben einer erwarteten 0-und 95 %-Hemmung 
den Bereich um den EC50-Wert genauer abdecken.  
2
cvq
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Zudem bestand jede Versuchsreihe aus zwei Kontrollen:112 Eine Kontrolle beinhaltete nur 
das PPTS-Medium und Tetrahymena pyriformis. Diese Negativkontrolle diente der Be-
wertung des optimalen Wachstums der Kultur. Es sollte ausgeschlossen werden, dass eine 
erfolgte Wachstumshemmung aufgrund einer Kontamination und nicht wie gewünscht 
durch die Substanz verursacht wurde. Als weitere Negativkontrolle diente der Ansatz aus 
Medium, Ciliaten und DMSO als Lösungsvermittler. Mit der zweiten Negativkontrolle 
stand die Erkennung eines Lösungsmitteleffektes durch DMSO im Vordergrund. Die ma-
ximale DMSO-Konzentration betrug im 5-mL-Versuchsansatz 0,1 % (v/v). Bei der Ver-
wendung hydrophober Substanzen (log Kow > 1,5) musste jedoch die DMSO-Konzentra-
tion auf maximal 1 % erhöht werden. Dies verlangte das Mitführen einer weiteren Nega-
tivkontrolle mit 1 % DMSO.  
Demnach enthielt eine Konzentrationsstufe ein maximales Volumen von 5 mL aus PPTS-
Medium, Chemikalie (gelöst in DMSO) und Zellen. Dabei wurde die benötigte Lebend-
zellzahl aus einer 24-h-PPTS-Kultur entnommen und im Versuchsansatz auf 
0,2 · 105 Zellen/mL eingestellt. Das dafür erforderliche Volumen an Zellen musste in Ab-
hängigkeit der Kultur stets neu berechnet werden (Gleichung 3.2).  
 
2
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   (3.2) 
 
Somit entspricht Zz1 der einzustellenden Lebendzellzahl von 0,2 · 105 Zellen/mL, die in ei-
nem Volumen V1 von 5 mL eingestellt werden sollte. Die Lebendzellzahl Z2 in der gemes-
senen 24-h-PPTS-Kultur ist zusammen mit dem Volumen V2 angegeben, dass die benö-
tigte Menge in mL der 24-h-PPTS-Kultur ist, um Z1 einzustellen.113 
Das Einstellen der Startzellzahl von 0,2 · 105 Zellen/mL ermöglichte die Berechnung des 
benötigten Volumens an Medium V4 (Gleichung 3.3). 
 
V1 − V2 − V3 = V4     (3.3) 
 
Die Differenz aus dem Gesamtvolumen V1 (5 mL), dem Volumen an Testsubstanz V2 und 
dem Volumen an Zellen aus der 24-h-PPTS-Kultur V3 diente der Bestimmung des Endvo-
lumens an Medium V4.  
Für die Bestimmung der Bioverfügbarkeit von Carbonsäuren bei unterschiedlichen pH-
Werten (pH 6; 7,2; 8) wurde das Medium auf den gewünschten pH-Wert eingestellt. Als 
Puffer wurde auch hier Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) eingesetzt. Um jedoch eine 
mögliche pH-Änderung des Mediums durch die Carbonsäuren zu verhindern, betrug die 
Pufferkonzentration 0,6 g/L K2HPO4. 
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An die Herstellung der Versuchsreihen schloss sich die Messung der tatsächlichen Lebend-
zellzahl als 0-h-Wert an. Eine detaillierte Beschreibung dieser direkten, elektronischen 
Messung (Abbildung 3.1.1) am Multisizer TM 3 Coulter Counter, Multisizer TM 4 Coulter 
Counter oder dem CASY CellCounter ist im folgenden Abschnitt näher erläutert. Die 
Parameter für die Messung und die Quelle zur Beschreibung der Funktionsweise der 
Counter ist im Anhang zusammengefasst. Diese Vorgehensweise wurde ebenso für die 
Messung der Lebendzellzahl nach 24 bzw. 48 h angewendet. 
 
         
 
Abbildung 3.1.1 Bestimmung der Zellzahl nach dem Counter-Prinzip 
Direkte, elektronische Messung der Lebendzellzahl mit Hilfe des CASY Cell-
Counter (links) und es Multisizer TM 3 Coulter Counter (rechts). 
 
 
3.2 Arbeitsweisen zur Charakterisierung zellphysiologischer Parameter 
Die Charakterisierung der Lebendzellzahl erfolgte durch eine direkte elektronische Be-
stimmung. Dafür wurden aus den Versuchsansätzen 100 µL der Suspension entnommen 
und die Zellzahl mit Hilfe der CASY Cell-Counter® sowie der Multisizer TM 3 und 4 Coulter 
Counter ermittelt.  
Unter Zuhilfenahme des CASY Cell-Counter® wurden 100 µL Zellsuspension mit 10 mL 
Isoton und für die Verwendung der Multisizer TM 3 und 4 Coulter Counter mit 9,9 mL 
Isoton versetzt. Bei der Isotonlösung handelt es sich um eine mit Phosphat gepufferte iso-
tonisch, isoosmotische Natriumflourid-Lösung. Angesichts der großen Verdünnung der 
Zellsuspension mit Isoton garantiert es einen Einzeldurchgang und Einzelmessungen der 
Zellen durch die Messpore.  
Das Prinzip am CASY Cell-Counter® und am Coulter Counter stellt eine Widerstandsmes-
sung dar. Dabei werden die einzelnen Zellen durch eine Messkapillare definierter Größe 
gesogen. Durchströmt die Elektrolytlösung die Messpore, entspricht es einem definierten 
Widerstand. Dieser Widerstand ändert sich jedoch, sobald Zellen mit einem definierten 
Volumen durch die Messkapillare treten. Demnach kommt es zur Verdrängung der Elek-
trolytlösung. Es resultiert eine Erhöhung des Widerstandes über den gesamten Messweg.  
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Diese Widerstandserhöhung erfolgt dann, wenn intakte Zellen, tote Zellen oder Zelltrüm-
mer durch die Messpore treten. Hierbei stellen intakte lebende Ciliaten mit einem Durch-
messer von 20 bis 40 µm aufgrund ihrer Zellmembran Isolatoren dar (Abbildung 3.2.1).  
Infolgedessen verursachen vitale Zellen eine große Widerstandsänderung. Dahingegen 
werden tote Zellen (Größe im Bereich von 10 bis 20 µm) und Zelltrümmer (Größe 3 bis 
10 µm), ohne intakte Zellmembran, nach der Größe ihres Zellkerns erfasst und verdrängen 
ein kleineres Volumen an Elektrolytlösung (geringe Widerstandsänderung). 
Gleichzeitig weist die Peakflächenbreite im Bereich von 3 bis 10 µm auf das Vorhanden-
sein von Zelltrümmern und einer unerwünschten Bakterienkontamination (Größe bis max. 
10 µm) hin.  
Letztendlich kann aufgrund der Pulsflächenanalyse eine Verteilung der Zellen aufgrund 
ihrer Größe gemessen und detektiert werden. Dies ermöglicht anschließend die Aufstellung 
von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen.  
 
 
Abbildung 3.2.1 Lebendzellzahl von Tetrahymena pyriformis.  
Vitalitätsparameter von Tetrahymena pyriformis bezogen auf die Zellzahl pro mL 
[Number (per mL)] gegen den Zelldurchmesser [Cell Diameter (µm)] einer 24-h-
Kulter. Zu sehen ist die Anzahl an vitalen Zellen/mL im Bereich von 20-40 µm 
sowie der Bereich der toten Zellen, Zelltrümmer und Bakterienkontamination von 
3-10 µm. Darstellung mithilfe des Multisizer TM 3 Coulter Counter. 
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3.3 Der EC50 als Maß für die Toxizität 
3.3.1 Bestimmung der prozentualen Hemmung 
Für die Darstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung aus dem Wachstumshemm-
test musste zunächst die prozentuale Hemmung quantifiziert werden. Hierfür wurde die 
Differenz der Lebendzellzahl der Negativkontrollen und aus den Konzentrationsstufen zum 
Zeitpunkt 0 h und nach 24 bzw. 48 h berechnet (Gleichung 3.4).  
 
]100)
Z 
Z 
- [(100Hemmung = 
Kontrolle
Chem ⋅      (3.4) 
 
Die Differenz der Lebendzellzahlen nach 24 h (48 h) und nach 0 h der Mittelwerte der ein-
gesetzten Negativkontrollen entspricht ZKontrolle. Dahingegen ist ZChem die Lebendzell-
zahldifferenz nach einer Chemikalienexposition von 24 h (48 h) und 0 h.  
 
 
3.3.2 Bestimmung des EC50 nach Hill 
Die Berechnung der prozentualen Hemmung ermöglichte die Aufstellung der Konzentra-
tions-Wirkungs-Beziehung. Dies konnte graphisch mit Hilfe der Drei-Parameter-nichtline-
aren Kurvenregression nach Hill dargestellt werden.114 
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⋅=       (3.5) 
 
Hierbei entspricht a der Differenz aus minimaler und maximaler Hemmung (%) durch die 
Einwirkung einer Chemikalienkonzentration (mM) x. Der Anstieg des sigmoidalen Kur-
venverlaufs ist durch b dargestellt, wobei durch c der EC50-Wert (mM) anhand des 
Anstiegs berechnet wird. Für eine Berücksichtigung der Konzentration, bei der kein Effekt 
auf einen Organismus zu erwarten ist, wird häufig zusätzlich die minimale Hemmung y0 
berücksichtigt (Gleichung 3.6).115 
bb
b
0
xc
xayy +
⋅+=      (3.6) 
 
Diese Formel stand durch Umformung auch als vereinfachte Gleichung 3.7 in SigmaPlot 
zur Verfügung. Demnach kann der EC50 nach Hill mit Hilfe der Four Parameter Logistic 
Curve über den sigmoidalen Kurvenverlauf der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung be-
rechnet werden.5, 116 
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In dieser Gleichung 3.7 stellen x die eingesetzte Konzentration (mM) und y die in Prozent 
ermittelte Wachstumshemmung dar. Die minimale (min) und maximale Wachstumshem-
mung (max) ergeben sich als Differenz aus der Kurvenanpassung und werden anstelle des 
oben erwähnten Parameters a dargestellt. Zugleich sollte in die Kurvenregression als mi-
nimale Wachstumshemmung nur der Bereich von −5 bis +5 % und für die maximale 
Wachstumshemmung die Grenze ab 90 bis 110 % eingehen. Hillanstieg entspricht dem 
Anstieg der Wirkungskurve und EC50 der effektiven Konzentration bei 50%iger Wachs-
tumshemmung. 
 
 
3.3.3 Quantifizierung der Toxizitätserhöhung 
Im Anschluss an die Bestimmung des EC50-Wertes konnte der reaktiv-toxische Beitrag der 
Chemikalie quantifiziert werden. Hierfür diente das bereits erwähnte Modell der Toxizi-
tätserhöhung (Abschnitt 2.1.2.2) mit der Gleichung 3.8.  
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T =      (3.8) 
 
Demzufolge entspricht EC50 (Narkoselevel) der effektiven Konzentration, die mit Hilfe der 
Narkosegerade (Gleichung 3.1) berechnet wurde, wohingegen EC50 (experimentell) die in 
dieser Arbeit experimentell ermittelte effektive Konzentration ist. 
Wie im Abschnitt 2.1.2.2 bereits dargelegt wurde, weist ein log Te-Wert über eins auf eine 
reaktiv-toxische Wirkungsweise hin. Ein sich ergebender log Te-Wert unter eins deutet auf 
eine Wirkungsweise auf Narkoseniveau hin, jedoch kann eine reaktiv-toxische Wirkungs-
weise nicht vollständig ausgeschlossen werden (vergleiche mit Abschnitt 2.1.2.2).  
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3.4 Nominaler EC50 versus tatsächlichem EC50 
Gewöhnlich wird mit Hilfe von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen die biologisch 
aktive Konzentration einer Chemikalie ermittelt, die in einem Organismus einen toxikolo-
gisch relevanten Effekt auslösen kann.  
Allerdings entspricht diese Konzentration der nominalen Konzentration. Als solche be-
rücksichtigt sie weder den Substanzverlust durch Flüchtigkeit noch aufgrund von Sorption 
an zelluläre und extrazelluläre Bestandteile (Medium, Zellbruchstücke, Glaswand).117,118 
Da nur die wässrige, frei verfügbare und damit nicht gebundene Konzentration letztendlich 
den toxischen Effekt ausmacht, muss die nominale Konzentration hinsichtlich Flüchtigkeit 
und Sorption korrigiert werden, was in diesem Abschnitt erläutert wird.  
 
 
3.4.1 Berücksichtigung der Flüchtigkeit der Chemikalien 
Die Korrektur der nominalen Konzentration aufgrund eines Flüchtigkeitsverlustes erfolgte 
unter der Verwendung der Henry-Konstante H, zugleich stand H (kPa · m³/mol) durch das 
Programm EPISuite zur Verfügung.96  
Als solche stellt sie die Gleichgewichtsverteilung eines Stoffes im System Luft/Wasser dar.  
Dabei kann mit Hilfe des idealen Gasgesetzes (Gleichung 3.9) das Gleichgewicht zwischen 
der Dampfphase und der wässrigen Lösung einer Substanz beschrieben werden und ermög-
licht die Berechnung der Henry-Konstante.119 
 
TRcP ⋅⋅= a       (3.9) 
 
Nach dieser Gleichung entspricht ca der Konzentration der Substanz in Luft, R ist die uni-
versale Gaskonstante (J/(kg·K)) und T die absolute Temperatur (K) im System. Durch P 
wird der Partialdruck der Substanz unter idealen Bedingungen beschrieben, wohingegen ca 
ebenso durch das Produkt Kaw · cw ersetzt werden kann. Dabei ist Kaw der Luft/Wasser 
Verteilungskoeffizienten. Demzufolge steht der Anteil an gelöster Substanz in Wasser im 
direkten Zusammenhang mit dessen Konzentration in der Gasphase, folglich dem 
Partialdruck des Stoffes P über der Lösung: 106  
 
TRcKP ⋅⋅⋅= waw      (3.10) 
 
w
awH c
PTRK =⋅⋅=      (3.11) 
 
Material und Methoden  50 
 
Ferner ist über die Gleichung erkennbar, dass das Verhältnis zwischen dem Partialdruck 
des Stoffes über der Lösung und der Konzentration im Wasser P/cw auch bei variierender 
Stoffkonzentration im Wasser konstant bleibt.  
Ändert sich jedoch die Temperatur (28 °C bzw. 301,15 K) wie im In-vitro-Ansatz, muss 
die Gleichung temperaturabhängig korrigiert werden. Dafür sind neben der Arbeitstempe-
ratur der dimensionslose log Kaw-Wert bei 25 °C (298 K) und dessen freie Standardenthal-
pie ∆ܪௗ௘௦଴ (J/mol) nötig (Gleichung 3.12).
106,119 
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Die für die Gleichung benötigte freie Standardenthalpie ist im Programm ChemProp 
implementiert.111 Mit Hilfe der quantifizierten Kaw-Werte konnte anschließend über die 
Massenbilanz der flüchtigkeitsbezogene Konzentrationsverlust (fa) berechnet werden (Glei-
chung 3.13). 24 
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Demnach werden für eine Bilanzierung zusätzlich der Volumenanteil der Substanz im Gas-
raum (Va = 6,50 · 10-5 L) und in der wässrigen Phase (Vw = 5,00 · 10-6 L) benötigt. Die 
Herleitung der Gesamtgleichung ist dem Anhang zu entnehmen. 
Anschließend konnte die nominale Konzentration (cw (nom)) um den Konzentrationsanteil 
der Flüchtigkeit (∆cw(vol) ≡ fa) korrigiert werden: 5-6,120  
 
)1()nom()frei( aww f     cc −⋅=     (3.14) 
 
Nicht zuletzt musste die Durchführung des Bioassays dem Flüchtigkeitspotential der Stoffe 
angepasst werden. So wurden bei einer berechneten Flüchtigkeit von 0,001 % spezielle 
Dichtringe aus Teflon eingesetzt, um das System luftdicht zu verschließen. Dies ist in der 
Abbildung 3.4.1 dargestellt.  
Darüber hinaus wurden für die 0-h-Messungen lediglich die Negativkontrollen und die 
erste Konzentrationsstufe auf deren Lebendzellzahl vermessen. Ziel war es, den Substanz-
verlust durch Flüchtigkeit während der 0-h-Messung gering zu halten.  
Ein Öffnen der Kolben würde für die Bestimmung der Startzellzahl eine Verringerung der 
tatsächlichen Stoffkonzentration für die Wachstumshemmung verursachen.  
 
Material und Methoden  51 
 
       
Abbildung 3.4.1 Versuchsansatz mit Teflonringen.  
Dargestellt ist links ein 50 mL Erlenmeyerkolben ohne Teflonring und rechts 
ein Erlenmeyerkolben mit einem rot gekennzeichneten Kreis am Teflonring 
 
 
 
3.4.2 Berücksichtigung des Einflusses der Sorption im Bioassay 
Zur Erfassung der tatsächlichen, frei verfügbaren Konzentration musste die nominale Kon-
zentration hinsichtlich Flüchtigkeit der Substanz sowie durch einen möglichen Sorptions-
verlust korrigiert werden.5,121,122 
 
In Anlehnung an die im Abschnitt 2.7.2 dargelegten Stoffeigenschaften kann eine Substanz 
(neben dessen Flüchtigkeit) mit seiner direkten Umgebung in Wechselwirkung treten. 
Diese Interaktion in einem In-vitro-Ansatz kann dann gelten, wenn eine Chemikalie in 
einem proteinreichen Medium gelöst vorliegt und in Wechselwirkung mit jenen Proteinen 
und enthaltenen Zellen tritt (Abschnitt 2.7.2). Dies wirkt sich auf die Stoffkonzentration in 
der wässrigen Phase aus, womit die bioverfügbare Konzentration nicht mehr der nominalen 
Konzentration entspricht. Wie groß der Verlust des Stoffes durch die Interaktion selbiger 
mit zellulären und extrazellulären Komponenten letztendlich ist, hängt u. a. von der Affi-
nität der Substanz zum Wasser und zur genannten organischen Fraktion ab. 117,118 Diese 
Fähigkeit entspricht der thermodynamischen Größe Sorption.118  
Dieser konzentrationsändernde Effekt muss für die Auswertung der Konzentrations-Wir-
kungs-Beziehungen zusätzlich berücksichtigt werden, um eine korrekte Toxizität der Sub-
stanz zu ermitteln und eine ökotoxikologische Risikobewertung vorzunehmen. 
Um die Sorptionskapazität von Fremdstoffen zu bestimmen, ist z. B. die Verwendung des 
log Kow-Wertes möglich.5, 68 Mit steigender Hydrophobie eines Stoffes ist dessen Tendenz 
zur Sorption im wässrigen Medium an Membranbestandteile, Zelltrümmer und an die Ge-
fäßwand höher. Allerdings hängt die Sorptionsfähigkeit eines Stoffes nicht allein von des-
sen lipophilem Charakter ab. Vielmehr kann eine Substanz weitere intra- und intermole-
kulare Wechselwirkungen (z. B. Wasserstoffbrücken) eingehen, die durch die alleinige 
Betrachtung des log Kow-Wertes nicht erfasst werden.  
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Daher ist die Bestimmung der Sorptionskapazität alleine durch die Verwendung eines 
stoffspezifischen Parameters, hier log Kow, ungenau bzw. unvollständig. Um weitere stoff- 
und systemabhängige Parameter für die Bestimmung der Sorption zu berücksichtigen, 
kann die im Abschnitt 2.7.2 erwähnte Abraham-Gleichung herangezogen werden. Durch 
die Aufstellung einer Abraham-Gleichung ist es möglich, eine allgemeine Vorhersage zur 
Sorptionstendenz von unbekannten Stoffen zu treffen, die ähnliche Eigenschaften aufwei-
sen wie jene Stoffe, die für die Implementierung der Abraham-Gleichung herangezogen 
wurden.  
 
Um daher die Sorptionskapazität auch für die hier untersuchten Chemikalien zu beachten, 
sollte nach dem Abschnitt 2.7.2 eine Abraham-Gleichung 2.19 erstellt werden. Ziel war 
folglich die Etablierung eines Vorhersagemodells für die Bestimmung eines potentiellen 
Sorptionsverhaltens organischer Substanzen unter Berücksichtigung ihrer intramolekularen 
Wechselwirkungen im In-vitro-Ansatz Tetrahymena pyriformis.  
Mit Hilfe einer etablierten Gleichung könnte zukünftig der Sorptionsbeitrag von Fremd-
stoffen berechnet werden, ohne diese analytisch vermessen zu müssen. Dafür wurden zu-
nächst Substanzen mit bekannten Stoffdeskriptoren (Großbuchstaben) experimentell auf 
ihr Sorptionsverhalten untersucht. Ergab sich aus dieser Expositionskontrolle die stoffspe-
zifische Sorptionsaffinität SP, waren die Systemdeskriptoren bestimmbar: 
 
SP = eE + sS + aA + bB + vV + c    (2.19) 
 
Dementsprechend sind die Systemdeskriptoren für die jeweilige angewendete, analytische 
Methode und die damit verbundene Umgebung spezifisch. 
 
Um SP bestimmen zu können, wurden Substanzen herangezogen, für die erstens in der Da-
tenbank ChemProp Substanzdeskriptoren implementiert sind und zweitens deren Okta-
nol/Wasser-Verteilungskoeffizient im log Kow-Bereich von 0,29 bis 6 liegt.111 Zunächst 
erfolgte die Expositionskontrolle in Anlehnung an die Methodik nach Schramm et al..23, 100 
Für die Konzentrationsbestimmung wurden ausgewählte organische Stoffe mit Hilfe der 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC), gekoppelt an einen UV-Detektor, un-
tersucht.  
Um darüber hinaus die qualitative Anwendbarkeit der Methode zu erhöhen, wurden abwei-
chend zu Schramm et al. nicht nur narkotisch wirkende Substanzen analytisch betrachtet. 
Vielmehr sollten die Substanzen das gesamte Spektrum an möglichen Wirkmechanismen 
abdecken. Die Verbindungen, die zur Verfügung standen sowie deren Sorptionsverhalten, 
sind im Abschnitt 4.1.3 zusammengefasst. 
Für die Durchführung der Expositionskontrolle wurden für die Stoffe externe Kalibrierung-
en bestehend aus neun Stufen in 10 oder 25 mL Pufferlösung aus Kaliumhyd-
rogenphosphat (K2HPO4) und destilliertem Wasser mit einem pH = 7,2 angefertigt.  
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Die jeweilige Stammlösung (SL) der Substanzen wurde durch Lösen des Stoffes in 50 mL 
DMSO hergestellt.  
Für die Sorptionsbestimmung wurden die Proben nach den Bioassay-Bedingungen für 0 
und 24 h hergestellt. Folglich wurde die Zielkonzentration aus der SL in 100 mL PPTS-
Medium (für 0-h- und 24-h-Proben) überführt. Aus dieser wurden für die 24-h-Proben 20 
mL in 20-mL-Glasröhrchen (ohne Luftraum) überführt. Jede Substanzkonzentration wurde 
dreifach angesetzt. Des Weiteren befand sich in den Glasröhrchen ein definiertes Volumen 
von ca. 0,75 · 10 5 Zellen/mL an avitalen Ciliaten und Zelltrümmern.  
Während die 24-h-Probenröhrchen für 24 h im Dunkeln, ohne Schütteln bei 28 °C inku-
biert wurden, konnten die 0-h-Werte direkt nach deren Ansatz in je drei 1,5 mL-HPLC-
Vials luftdicht vermessen werden.  
Für die Analyse diente als mobile Phase ein variierendes Gemisch aus destilliertem Wasser 
und HPLC-reinem Methanol. Die stationäre Phase stellte eine reversed phase C18-Säule 
(LiChrospher 100 RP-18) mit einer Porengröße von 5 µm dar. Im Anschluss an die HPLC-
Messung erfolgte die Auswertung über die Peakflächen mittels ChemStation 2002 von 
Agilent Technologies. Mit Hilfe der Peakflächen konnte über die Differenz aus der 
nominalen Konzentration (cw(nom)) nach 0 h und der verbleibenden Konzentration im 
wässrigen System (cw(sorp)) nach 24 h der Verlust durch Sorption ∆cw(sorp) berechnet 
werden.5 
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Ferner ist ∆cw(sorp) der fraktional sorbierte Anteil der Verbindung (fs) und geht in die 
Abraham-Gleichung (Gleichung 2.19) als SP ein. Er diente damit der Bestimmung der 
Systemdeskriptoren. Mit Hilfe der sich ergebenden Abraham-Gleichung wäre anschließend 
die Berechnung von fs für unbekannte Substanzen möglich und gewährleistet die 
Bestimmung der tatsächlichen Konzentration (cw(frei)) (Gleichung 3.16). Damit ergibt sich 
cw(frei) aus der Differenz durch den Konzentrationsverlust infolge von Flüchtigkeit fa und 
Sorption fs. 5 
  
wwsaww )nom()1()1()nom()frei( fcf    f     cc ⋅=−⋅−⋅=   (3.16) 
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3.5 Quantifizierung der Enzymaktivität 
3.5.1 Quantifizierung aktiver Reduktasen 
Wie bereits im Kapitel 2.5 verdeutlicht wurde, enthalten vitale Zellen von Tetrahy-
mena pyriformis Reduktasen. Als solche können sie Elektronen und Wasserstoff aus einem 
Substrat abspalten, um diese auf ein Cosubstrat wie NADH oder NADPH zu übertragen. 
Mit Hilfe dieser Enzyme kann auf die Vitalität bzw. Proliferationsfähigkeit der Zellen ge-
schlossen werden.  
Sind die Zellen gegenüber einer Chemikalie exponiert, kann es zur Inhibierung aktiver 
Reduktasen kommen. Diese Funktionshemmung ist mittels MTT photometrisch detektier-
bar.89,90 Dabei basiert das Prinzip auf der Umwandlung des wasserlöslichen gelben Tetra-
zoliumsalzes bei anwesenden, aktiven Reduktasen zum blau-violetten wasserunlöslichen 
Farbstoff.  
Zur Quantifizierung der Reduktaseaktivität wurde zu Beginn das MTT in einer Konzentra-
tion von 5 mg/mL eingewogen und in Hank´s Balance Solution gelöst. Die MTT-Lösung 
ist bei 4 °C im Dunkeln für 2 Wochen haltbar, wobei die Zusammensetzung der benötigten 
Verbrauchslösungen im Anhang ist.  
Die Bestimmung der aktiven Reduktasen erfolgte mit denselben Ansätzen, die für die Er-
stellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen hergestellt wurden. Nach der Inkuba-
tion der Zellen für 48 h wurden 400 µL der Zellen in eine 24er-Mikrotiterplatte überführt 
und mit 40 µL MTT-Lösung versetzt.  
Nach einer Inkubationszeit von 3 h, ohne Schütteln und im Dunkeln bei 28 °C wurde die 
Reaktion des MTTs mit vitalen Reduktasen durch 100 µL Natriumdodecylsulfat-Stopplö-
sung (SDS-Stopplösung) beendet. Dabei wird eine Lyse der Zellen initiiert und der blaue 
Farbstoff freigesetzt. Die Stopplösung ist bei Raumtemperatur im Dunkeln für längere Zeit 
haltbar.  
Schlussendlich kann die Absorption des blau-violetten Formazans bei 570 nm am UV/VIS-
Spektrometer vermessen werden und lässt anhand des produzierten Formazans auf die An-
zahl aktiver Reduktasen schließen. 
Die Quantifizierung inhibierter Reduktasen in Tetrahymena pyriformis erfolgte unter dem 
gleichen Prinzip wie die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Wachstumshemmung.  
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Hierbei ist ODK die mittlere optische Dichte (OD) der Negativkontrollen nach 24 h bzw. 
48 h. ODCh entspricht der optischen Dichten der Zellen mit entsprechender 
Chemikalienkonzentration nach 24 h (48 h). 
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Auch hier diente die Four Parameter Logistic Curve (Gleichung 3.18) als Grundlage zur 
Berechnung der effektiven Konzentration bei 50%iger Enzyminhibierung, IC50 5, 116  
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In dieser Gleichung 3.18 entspricht y der gehemmten Aktivität der Enzyme (%) bei Einwir-
kung einer Chemikalienkonzentration x (mM). Durch max ist die prozentuale, maximale 
Enzymhemmung und durch min die prozentuale, minimale Enzymhemmung gegeben. 
Auch hier ist der Hillanstieg die sigmoidale Steigung der Konzentrations-Wirkungs-Bezie-
hung.  
 
 
3.5.2 Quantifizierung aktiver Esterasen 
Neben der Messung aktiver Reduktasen sollte in dieser Arbeit zudem der Einfluss der Un-
tersuchungschemikalien auf anwesende Esterasen in Tetrahymena pyriformis quantifiziert 
werden.  
Während einer Chemikalienexposition kann es nach Abschnitt 2.8 zu einer Inhibierung der 
funktionsfähigen Esterasen kommen.  
Diese Hemmung ist u. a. durch eine Farbreaktion mit FDA detektierbar, wobei der Reak-
tionsmechanismus bereits im Abschnitt 2.8 erläutert wurde.  
In Anlehnung an den MTT-Test wurden für den FDA-Test dieselben Konzentrationsan-
sätze genommen, mit denen zuvor der MTT-Test sowie der Wachstumshemmtest nach 
48 h durchgeführt wurde.  
Um das Ausmaß der Enzymhemmung zu bestimmen, wurde eine Lösung von 5 mg/mL 
FDA hergestellt.123 Eine Lagerung der Lösung ist bei 4 °C im Dunkeln über einen längeren 
Zeitraum möglich. Aus der Stammlösung wurden 40 µL mit destilliertem Wasser so gelöst, 
dass eine Endkonzentration an FDA von 4,8 µmol/L erreicht wurde. Diese Lösung musste 
stets frisch am Tag der Messung hergestellt und für die Bestimmung der Esteraseaktivität 
eingesetzt werden. Im Anschluss an die Herstellung der FDA-Lösung wurden 750 µL Zell-
suspension der 48-h-Ansätze in eine 24er-Mikrotiterplatte überführt und mit 500 µL FDA-
Lösung versetzt. Die Suspension konnte bei 28 °C im Dunkeln und ohne Schütteln für 30 
min inkubiert und anschließend vermessen werden. Nach 30 min wurden 300 µL der Sus-
pension in schwarze, lichtundurchlässige 96er Mikrotiterplatten überführt. Am Spektro-
meter SpectraMax M2 erfolgte die Fluoreszenzmessung der Zellsuspensionen. Dabei lag 
die Anregungswellenlänge bei 485 nm, zugleich wurde die Emissionswellenlänge auf 
510 nm eingestellt. 
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Die Auswertung der Enzymhemmung infolge einer verminderten Fluoresceinproduktion 
wurde entsprechend den Gleichungen 3.3 und 3.17 angepasst (Gleichung 3.19). 
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RFUK ist die Menge der mittleren, relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) der Negativkon-
trollen nach 48 h. RFUCh ist die relativen Fluoreszenzeinheiten der jeweiligen Chemikali-
enkonzentrationen nach 48 h. 
Die Berechnung des IC50 erfolgte ebenfalls durch die Gleichung 3.18 mithilfe des Pro-
gramms SigmaPlots. 
 
 
3.6 Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung standen das Programm Microsoft® Office Excel 2003; 2010 
(Windows Corporation, USA), das Programm Sigma Plot, Version 11 und 12, OriginPro 
8.5.0 sowie R-Software V.2.8.0 zur Verfügung.116,124,125 
Im Zuge der Erstellung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen wurde mit SigmaPlot, 
unter Voraussetzung einer Normalverteilung, eine einseitige Varianzanalyse ANOVA 
(Analysis Of Variance) durchgeführt. Dadurch konnte verglichen werden, inwieweit sich 
die Mittelwerte innerhalb einer Konzentrationsstufe voneinander unterschieden. Ein 
signifikanter Unterschied bestand, wenn die Werte nicht im Wahrscheinlichkeitsbereich 
von P = 0,05 lagen. Dabei beinhalten die graphischen Konzentrations-Wirkungs-Bezie-
hungen die Mittelwerte aus der 3fach-Wiederholung zusammen mit den Standardabwei-
chungen. 
Darüber hinaus erfolgte die Bestimmung von Ausreißern während der nichtlinearen Re-
gression automatisch durch SigmaPlot. Hierfür wurden die Werte unter −2 oder über +2 
der standardisierten Residuen (standardized residual) als Ausreißer deklariert. Die stan-
dardisierten Residuen entsprechen der Differenz der Residuen (Differenz des ermittelten 
zum vorhergesagten Wert) und der Standardabweichung des Schätzwertes. 
 
Gemäß der Gleichungen 3.20 und 3.21 wurden die Berechnungen der Mittelwerte (MW) 
und der Standardabweichungen (StabW) durchgeführt.  
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Hierbei entspricht xn den Messdaten (z. B. Ergebnisse der 0-h- und 24-h-Messungen für die 
Sorptionsbestimmung). n ist die Anzahl an Messwerten und x  ist der Mittelwert aus den 
Messreihen.  
Lineare Regressionsanalysen erfolgten unter Verwendung der leave-one-out-Methode. Für 
die qualitative Bestimmung der Modelle der linearen Regression wurde das Be-
stimmtheitsmaß r2 (Gleichung 3.22) sowie deren mittlere Fehler (root-mean-square error – 
rms) ermittelt, Gleichung 3.23.126,127 
( )
( )∑
∑
=
=
−
−
−=
n
1
2
M
1
2
2
W
y
1
i
i
n
i
berechnet
ii
y
yy
r      (3.22) 
 
∑
=
−⋅=
n
i
berechnet
ii  yyn
rms
1
2)(1     (3.23) 
 
Der aus den Messungen erhaltene Wert entspricht yi mit n als Anzahl an Werten. 
berechnet
iy  ist der vorhergesagte (berechnete) Wert für die Messwerte aus dem 
entsprechenden Modell sowie 
WMy
als Mittelwert der erhaltenen y-Werte.  
Zudem erfolgte unter der Verwendung der Gleichung 3.24 die Bewertung der Vorhersage-
kraft des Modells mit Hilfe des ݍୡ୴ଶ  (predictive squared correlation coefficient) über leave-
one-out-Kreuzvalidierung.126,127 
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Der beobachtete Wert ist mit yi für die erhaltenen Messwerte gegeben. Der durch leave-
one-out Kreuzvalidierung vorhergesagte (berechnete) ist mit ݕ୧
௕௘௥ሺேି௞ሻ angegeben, wobei 
ݕெ௪
ሺேି௞,௜ሻ  dem Mittelwert der durch Kreuzvalidierung ermittelten Messwerte entspricht. 
Während der Kreuzvalidierung wird nacheinander jeder Messwert aus dem Datensatz aus-
gelassen, um mit dem verbliebenen Datensatz den vorhergesagten Messwert ݕ୧
௕௘௥ሺேି௞ሻ zu 
ermitteln.   
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 
Anthropogene Substanzen können sowohl human- als auch ökotoxisch sein, wobei sich 
diese Toxizität in einer narkotischen aber auch reaktiven Wirkungsweise äußern kann. 
Dabei ergibt sich das reaktiv toxische Potential durch den initiativen Schritt der kovalenten 
Bindung mit elektronenreichen, endogenen Makromolekülen.  
Inwiefern der In-vitro-Ansatz Tetrahymena pyriformis geeignet ist, um eine Vorhersage 
der erhöhten Toxizität oder einer narkotischen Wirkungsweise unbekannter Verbindungen 
zu treffen, soll im folgenden Abschnitt diskutiert werden. Darüber hinaus sollte geprüft 
werden, inwieweit Tetrahymena pyriformis durch seine Enzymausstattung tatsächlich ein-
gesetzt werden kann, um die potentielle Toxizität proelektrophiler Verbindungen zu be-
stimmen.  
Ferner wird sich im weiteren Verlauf klären, wie die Säurestärke von Carbonsäuren die 
toxikologisch relevante, biologische Verfügbarkeit beeinflusst.  
 
 
4.1 Einflüsse im Bioassay Tetrahymena pyriformis 
Bevor jedoch auf die Toxizität organischer Verbindungen gegenüber Tetrahymena einge-
gangen wird, müssen zunächst mögliche Einflüsse z. B. das Wachstumsverhalten der Ci-
liaten oder der Lösungsvermittler DMSO erkannt und diskutiert werden. 
 
4.1.1 Berücksichtigung von DMSO 
Die Bestimmung des EC50-Wertes mit Hilfe von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen 
erforderte die Herstellung von Verdünnungsreihen. Dabei erfolgte das Verdünnen der 
Konzentrationsstufen durch den Lösungsvermittler DMSO. Aufgrund dessen war es nötig, 
den Einfluss des DMSO auf das Wachstum der Ciliaten zu untersuchen.  
Hierfür wurden aus mindestens 90 Versuchsansätzen die Zellzahldifferenzen nach 24 und 
0 Stunden der Negativkontrollen ohne DMSO, mit 5-µL-DMSO-Zusatz sowie 50-µL-
DMSO-Zusatz miteinander verglichen. Um diese Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wur-
den die Differenzen der Zellzahlen ohne DMSO- und mit DMSO-Zusatz aus derselben 
Versuchsreihe verwendet.  
Um dies zu realisieren, wurde unter Voraussetzung einer Normalverteilung der Zweistich-
proben-t-Test angewendet. Hierbei ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 
Mittelwerten der Negativkontrollen ohne DMSO (2,17 · 105 Zellzahl/mL; StabW = 
6,02 · 104 Zellzahl/mL) und mit 5 µL DMSO (2,01 · 105 Zellzahl/mL; StabW = 5,88 · 104 
Zellzahl/mL).  
Im Gegensatz dazu ergab sich nach dem Zweistichproben-t-Test ein Unterschied zwischen 
den Daten ohne DMSO und mit 50-µL-DMSO-Zusatz.  
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Allerdings wird aus der Abbildung 4.1.1 deutlich, dass sich der Mittelwert der 
Negativkontrolle ohne DMSO (1,80 · 105 Zellzahl/mL; StabW = 4,84 · 104 Zellzahl/mL) 
nur geringfügig vom Mittelwert der Negativkontrolle mit 50-µL-DMSO-Zusatz (1,54 · 105 
Zellzahl/mL; StabW = 4,02 · 104 Zellzahl/mL) unterscheidet. Zudem ist zu erkennen, dass 
die Standardabweichungen ähnlich sind. Um dennoch den berechneten, signifikanten 
Unterschied erklären zu können, müssen die P-Werte (Signifikanzniveau von 0,05) unter 
Anwendung von OriginPro betrachtet werden.125 Demnach wird die Nullhypothese des 
Zweistichproben-t-Tests für den Vergleich der Mittelwerte ohne DMSO- und mit 50-µL-
DMSO-Zusatz abgelehnt, wenn die Mittelwerte der Grundgesamtheit kleiner sind (P = 
2,24 · 10-5), als der angegebene P-Wert von 0,05.  
Im Vergleich dazu wurde für die Bestimmung des DMSO-Einfluss bei 5µL-Zugabe ein P-
Wert von 0,06 berechnet und ist damit größer als der P-Wert von 0,05. 
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Abbildung 4.1.1 Einfluss von DMSO auf das Wachstum von Tetrahymena pyriformis 
Zur Auswertung des Einflusses von DMSO wurden die Mittelwerte und die 
Standardabweichungen der Negativkontrollen ohne DMSO mit 5 µL und 50 µL 
DMSO nach 24 h miteinander verglichen. 
 
Aufgrund des ermittelten Einflusses des DMSOs, sollte die Menge des Lösungsvermittlers 
in den Versuchsansätzen so gering wie möglich gehalten werden.  
Demnach wurde entweder nur die höchste Konzentration mit erwarteter 100%iger Hem-
mung mit 50 µL DMSO versetzt, oder der gesamte Versuchsansatz wurde mit 50 µL 
DMSO so verdünnt, dass es einen einheitlichen Einfluss des DMSO auf die Ciliaten ga-
rantierte. Anschließend wurden beispielsweise die log EC50-Werte der hier untersuchten 
Chinone mit Literaturwerten verglichen, für dessen Konzentrations-Wirkungs-Beziehun-
gen 0,75 % DMSO zugesetzt wurde.56  
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In dieser Gegenüberstellung ergaben sich ähnliche Toxizitätsdaten, was darauf schließen 
lässt, dass weitere 0,25 % DMSO nur einen geringen Effekt hervorrufen.  
 
 
4.1.2 Wachstumskinetik  
Im Zuge der experimentellen Bestimmung der effektiven Konzentration musste ferner 
gewährleistet werden, dass sich die Zellen unter den gegebenen Versuchsbedingungen in 
der exponentiellen Wachstumsphase befinden. Dies setzt eine optimale Versorgung mit 
Sauerstoff und Nährstoffen der Zellen voraus. Aufgrund dessen musste dieser 
Wachstumsbereich unter den im Kapitel 3.1 beschriebenen Versuchsbedingungen durch 
Aufnahme einer Wachstumskinteik bestimmt werden.86 
Diese wurde in Zusammenarbeit mit Franziska Schramm während meiner Diplomarbeit 
angefertigt.128 Hierbei wurden Kulturen des Einzellers in einer Dreifachwiederholung 
untersucht, unter den Versuchsbedingungen für die Ermittlung der Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen (Abschnitt 3.1.2). Anschließend wurde das Wachstum der Zellen Z 
über einen definierten Zeitraum t bis maximal 167 h bestimmt und entspricht der 
Gleichung 
       µZ
t
Z =
d
d
      (4.1) 
 
Mit Hilfe der Gleichung (4.1) konnte die Wachstumrate µ berechnet werden. Dafür 
erfolgte die Umrechnung der Zellzahl zu den entsprechenden Zeitpunkten t in die 
Zelldichte Dt und zum Zeipunkt 0 (D0) (Gleichung 4.2).129,130  
 
0
0t lnln
tt
DD
µ −
−=      (4.2) 
 
Die Umrechnung in die Zelldichte ermöglichte anschließend eine graphische Darstellung 
(Abbildung 4.1.2) des Wachstums inklusive der charakteristischen Wachstumsphasen.  
Das Wachstum von Bakterien und Einzellern gliedert sich in eine Anlaufphase (Lag-
Phase), exponentielles Wachstum (Log-Phase), stationäre Phase und endet in der 
Sterbephase. 
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Abbildung 4.1.2 Wachstumskinetik von Tetrahymena pyriformis. 
Wachstumskurve von Tetrahymena pyriformis dargestellt als Zelldichte (ln Dx − 
D0) über einen Zeitraum von 0 h bis 167 h für die optimale Ermittlung der Kon-
zentrations-Wirkungs-Beziehungen im Bereich des exponentiellen Wachstums.  
 
Durch die Überführung der Kulturen vom PPYG-Medium in das PPTS-Medium wurden 
die Ciliaten von einem nährstoffarmen Medium in ein nährstoffreicheres umgesetzt. Da-
durch kommt es zu einer Verschiebung der Regulationsprozesse.130 Im PPTS-Medium 
werden durch die Anwesenheit neuer Nährstoffe neue Stoffwechselwege und Enzymsys-
teme angeregt und die Biomasse steigt. Diese Anlaufphase der Adaptation erfolgt bei Tet-
rahymena pyriformis innerhalb der ersten 3 h und geht anschließend in die Log-Phase über. 
Hier ist das Wachstum log-linear steigend und erreicht durch neue Transportsysteme und 
Enzyme bei 29 h (Zellzahl = 4,10 · 105) sein Optimum.  
Dabei arbeitet der Stoffwechsel der Zellen auf Höchstleistung und die angebotenen Sub-
strate können schnell verwertet werden. Über diesen log-linearen Verlauf des Wachstums 
kann mit Hilfe der Wachstumsrate die Verdopplungszeit der Ciliaten berechnet werden 
(Gleichung 4.3). 
k
t 2lnd =       (4.3) 
 
Folglich weist Tetrahymena pyriformis nach 24 h eine Geschwindigkeitskonstante von 
0,111 h-1 auf, wobei ein Zellzyklus unter den gegebenen Versuchsbedingungen 6,25 h dau-
ert.  
Das Ende des exponentiellen Wachstums ist nach 29 h erreicht und geht in die Übergangs-
phase über. Dieser Übertritt erfolgt, da neben der hohen Menge an produzierter Zellmasse 
und Stoffwechselprodukten auch wachstumshemmende Substrate akkumuliert werden. 
Gleichzeitig sinkt das Angebot an Nährstoffen, Sauerstoff sowie der Raum, in dem sich ein 
Gleichgewicht zwischen der Anzahl an lebenden und toten Zellen einstellt zunehmend. 
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Dies ist jedoch durch den statischen Labormaßstab bedingt. Infolgedessen erfolgt keine 
neue Zufuhr an Sauerstoff und Medium. Nach einer Gesamtzeit von 60 h (Zellzahl ca. 5,10 
· 105) erfolgt der Übergang in die stationäre Phase, wenngleich dieser Bereich lediglich bis 
zu einer Gesamtzeit von 80 h in der Abbildung zu sehen ist. Da sich das Nahrungsangebot, 
der Sauerstoffgehalt etc. weiterhin verringert, werden die aktiven Transportsysteme und 
Enzyme soweit inhibiert, dass ein Wachstum ausbleibt. Die Ciliaten sind somit nach 140 h 
bereits in der Sterbephase.  
 
 
4.1.3 Bioverfügbarkeit der Stoffe nach Sorption  
Neben der Berücksichtigung des Lösungsmitteleinflusses von DMSO und der Wachstums-
phasen der Ciliaten musste auch der Konzentrationsverlust der untersuchten Chemikalien 
durch eine mögliche Flüchtigkeit und einer Sorption an Zellbestandteile etc. beachtet wer-
den. Da die Flüchtigkeit und die Sorption die biologische Verfügbarkeit beeinflussen, 
wurde die nominale Konzentration (cnom) dahingehend korrigiert, da nur die reale, freie 
Substanzkonzentration bioverfügbar ist.131 Die dadurch bedingte Änderung von cnom durch 
den Flüchtigkeitsverlust wurde bereits im Abschnitt 3.4.1 erläutert. Um cnom durch einen 
Sorptionsverlust zu korrigieren, wurde die tatsächlich bioverfügbare Konzentration und der 
sorbierte Anteil ∆cw(sorp) (≡ fs) nach den Gleichungen 3.16 und 3.17 (Abschnitt 3.4.2) für 
die untersuchten elektrophilen und proelektophilen Stoffe dieser Arbeit berechnet. Um ein 
Vorhersagemodell für fs zu implementieren, damit die Gleichungen 3.15 und 3.16 für die 
untersuchten Stoffe überhaupt angewendet werden können, wurde fs experimentell in ei-
nem Trainingssatz aus 25 Substanzen untersucht. Hierfür wurde der tatsächliche Konzen-
trationsverlust der Stoffe nach 24 h gemessen und von der eingesetzten nominalen 
Konzentration nach Gleichungen 3.15 abgezogen.  
 
s
w
ww
w =(nom)
(sorp(nom)
=(sorpΔ f
c
)cc
)c     (3.15) 
 
Der mittels HPLC-Messung ermittelte gebundene fs-Anteil diente anschließend als Stoffei-
genschaft SP für die Implementierung einer Abraham-Gleichung (siehe Gleichung 2.19, im 
Abschnitt 2.7.2). Ziel war die Vorhersage der Sorptionskapazität der hier untersuchten 
Stoffe und zukünftiger Substanzen, die im In-vitro-Ansatz getestet werden sollen.  
Die experimentell untersuchten Stoffe und die ermittelten fs-Werte sind in Tabelle 4.1.1 
zusammengefasst. Die Substanzdeskriptoren für die Implementierung einer Abraham-Glei-
chung und Strukturen jener 25 Chemikalien sind dem Anhang zu entnehmen.  
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Tabelle 4.1.1 Ergebnisse der Sorptionsmessung I.  
Ergebnisse des fraktionalen Anteils fs der untersuchten 25 Substanzen mit Hilfe der HPLC/UV-
Messung, wobei die Stoffe mit ihrem log Kow-Wert, der eingesetzten nominalen Konzentration 
(cnom) und der verbleibenden, tatsächlichen Konzentration (c24h) nach 24-h-Exposition dargestellt 
sind. 
Substanz log Kow λ a tR a cnom c24h fs b fs c 
  [nm] [min] [mM] [mM]  
2-Butanon 0,29 240 2,5 50,20 49,48 0,01 0 
2-Pentanon 0,91 240 2,6 24,64 25,05 0,00 0 
o-Nitrophenol 1,79 210 5,8 0,05 0,04 0,03 -- 
Benzol 2,13 254 4,2 1,78 1,58 0,12 0,13 
2-Chlor-1-nitrobenzol 2,24 254 3,6 0,0003 0,0003 0,03 -- 
o-Nitrotoluol 2,30 254 4,0 0,004 0,003 0,07 -- 
3-Fluortoluol 2,58 210 10,3 0,011 0,010 0,13 -- 
Toluol 2,73 210 5,3 0,96 0,94 0,02 -- 
2,4-Dinitrophenol 3,06 210 5,1 0,39 0,35 0,10 -- 
1-Brom-2-phenylethan 3,09 210 7,2 0,01 0,01 0,07 -- 
p-Xylol 3,12 254 7,2 0,34 0,31 0,07 0,17 
Indan 3,18 210 9,3 0,014 0,011 0,21 -- 
Naphthalin 3,30 210 7,8 0,010 0,009 0,11 -- 
Propylbenzol 3,69 210 8,6 0,28 0,23 0,12 -- 
1,2,4-Trichlorbenzol 4,02 210 10,8 0,16 0,14 0,11 0,36 
1-Bromnaphthalen 4,06 210 12,6 0,007 0,006 0,11 -- 
Diphenylether 4,21 210 7,2 0,12 0,11 0,08 0,27 
Butylbenzol 4,38 210 12,3 0,20 0,15 0,25 -- 
Dibenzothiophen 4,38 210 6,9 0,0021 0,0016 0,24 -- 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 4,60 210 14,7 0,020 0,010 0,19 0,22 
4-Bromodiphenylether 4,94 210 11,7 0,035 0,022 0,36 0,26 
2,6-Ditertbutyl-p-cresol  5,10 210 17,6 0,006 0,003 0,43 -- 
Pentachlorbenzol 5,17 210 28,6 0,009 0,006 0,35 0,38 
Phenylhexan 5,52 210 26,2 0,019 0,008 0,55 -- 
Hexachlorbenzol 5,73 210 17,1 0,001 0,001 0,55 -- 
a Wellenlänge λ in nm, bei der die jeweilige Substanz detektiert und ausgewertet werden konnte, wobei tR die 
Retentionszeit der Verbindung in Minuten ist. b Der sich ergebende, fraktionale Anteil durch Sorption ist mit 
fs gezeigt. c Literaturwerte des fraktionalen Anteils durch Sorption nach Gleichung 4.12: fs= 0,078 (± 0,013) · 
log Kow – 0,066 (± 0,047).   
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Aus der Tabelle 4.1.1 ist ersichtlich, dass fs-Werte von 0,00 (2-Pentanon) bis 0,55 
(Hexachlorbenzol) experimentell bestimmt wurden. Mit Hilfe der fs-Werte aus Tabelle 
4.1.1 und den Substanzdeskriptoren wurde mittels SigmaPlot eine multiple lineare Regres-
sion durchgeführt. Dabei wurde folgende Abraham-Gleichung (Gleichung 4.4) mit den 
Systemdeskriptoren ermittelt:  
 
    fs = −0,20 (± 0,11) + 0,05 (± 0,12) · E −0,17 (± 0,16) · S −0,06 (± 0,06) · A              (4.4) 
           −0,15 (± 0,18) · B + 0,43 (± 0,10)·V         
 
n = 25, r2 = 0,70, rms = 0,10, ݍୡ୴ଶ  = 0,30, rmscv = 0,14, F1,24 = 8,75 
 
Es ist nach Gleichung 4.4 offensichtlich, dass fs bis zu einer Güte r2 = 0,70 durch die er-
mittelte Abraham-Gleichung vorhergesagt werden kann. Das kleine Bestimmtheitsmaß r2 
resultiert vermutlich durch den kleinen Trainingssatz, da nur 25 Substanzen untersucht 
werden konnten.  
Um die Anwendbarkeit der Methode für die Vorhsage von fs zu prüfen, ist ݍୡ୴ଶ   (optimal: 
ݍୡ୴ଶ  = 1) nötig. Für den Trainingssatz konnte lediglich ein ݍୡ୴ଶ  von 0,30 bestimmt werden. 
Bedingt durch das kleine ݍୡ୴ଶ  ist die Verwendung der Gleichung 4.4 zur fs-Bestimmung 
vermutlich vorläufig ungeeignet (ݍୡ୴ଶ = 0,30, rmscv = 0,14).  
Des Weiteren sind die Fehler der Systemdeskriptoren fast so groß wie die eigentlichen 
Systemdeskriptoren. Dies könnte aufgrund des geringen Trainingsdatensatzes zur Bestim-
mung von fünf unbekannten Parametern zustande gekommen sein, da die Parameter ver-
mutlich überfittet werden. Um die Anwendbarkeit der Gleichung 4.4 zur Bestimmung von 
fs zu überprüfen, wurden für den Trainingssatz die fs-Werte berechnet. Dadurch konnten 
die experimentellen fs-Werte (fs(experimentell)) mit denen nach Gleichung 4.4 berechneten 
fs-Werten (fs(berechnet)) verglichen werden. Theoretisch sollten über die Gleichung 4.4 
ähnliche fs-Werte wie die Experimentellen berechnet werden. Diese Gegenüberstellung 
von fs(experimentell) mit fs(berechnet) ist in Abbildung 4.1.3 dargestellt.  
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Abbildung 4.1.3 Gegenüberstellung von fs(experimentell) und fs(berechnet) 
   Dargestellt ist der experimentell ermittelt fs-Wert (fs(experimentell)) gegen den 
   nach Gleichung 4.4 berechneten fs-Wert (fs(berechnet)).  
 
Aus der Abbildung 4.1.3 ist es offensichtlich, dass die Werte an der 1:1-Linie liegen. Nach 
der Abbildung 4.1.3 und der Tabelle 4.1.2 erstrecken sich die experimentellen fs-Werte von 
0,01 (2-Butanon) bis 0,55 (Hexachlorbenzol), wohingegen die berechneten fs-Werte einen 
Bereich von −0,09 (2-Butanon) bis 0,48 (2,6-Di-tertbutyl-p-cresol) abdecken. Deutlich 
erkennbar ist, dass über fs(berechnet) die Sorption vor allem bei den Stoffen mit hohen 
log Kow-Werten (ab 4-Bromodiphenylether) unterschätzt wird (für log Kow-Werte siehe 
Tabelle 4.1.1). Gerade die Unterschätzung der Sorption im hohen log Kow-Bereich ist un-
günstig, da vor allem in einem hohen log Kow-Bereich Substanzen stärker an Zelltrümmer, 
Mediumbestandteile etc. sorbieren.  
Es ist daher denkbar, dass die Gleichung 4.4 für die Bestimmung von fs vorläufig nicht 
angewendet werden kann. Wird jedoch der Trainingsdatensatz für die Abraham-Gleichung 
erhöht, bietet diese Gleichung eine gute Annäherung, um die Sorption eines Stoffes im 
vorliegenden Bioassay durch die Berücksichtigung aller Stoffeigenschaften zu charakteri-
sieren.  
Aus der Tabelle 4.1.2 ist zudem ersichtlich, dass eine Sorption vermutlich erst ab einem 
log Kow-Wert von 2 relevant wird. Unter einem log Kow von 2,13 (Benzol) würden 
maximal 3 % des Stoffes an Zelltrümmer, an die Glaswand oder Mediumbestandteile sor-
bieren. Über einem log Kow-Wert von 2 steigt diese Tendenz bis zu 55 % an. 
Um die Kalibriergüte zu erhöhen, wurde als weiterer alternativer Ansatz eine Kalibrierung 
durchgeführt, die die Parameter S und E berücksichtigt. Da die Sorption wahrscheinlich 
erst ab einem log Kow-Wert von 2 relevant ist, wurde für die Implementierung der 
Gleichung der log Kow-Bereich ab 2 berücksichtigt.  
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Die Überlegung einer Korrelation von log Kow, E und S war, dass das Bindungsvermögen 
einer Substanz an Zell- oder Mediumbestandteile häufig mit dem hydrophoben Charakter 
der Chemikalie korreliert.117,131 Diese Beziehung zwischen Sorption und steigender 
Lipophilie im wässrigen System durch hydrophobe Stoffe wird in der Literatur ausführlich 
beschrieben.23,104,117,132 Danach kann in Abhängigkeit der Versuchsbedingungen ein 
linearer, polynomer oder bilinearer Zusammenhang zwischen dem sorbierenden Anteil der 
Chemikalie und den hydrophoben organischen Kompartimenten bestehen.133, 134  
Um aber auch die Stoffeigenschaften zu erfassen, die nicht durch den log Kow-Wert be-
schrieben werden, wurden die Abraham-Parameter S und E mitbetrachtet. Die Substanz-
deskriptoren A, B und V können, wenn auch nicht vollständig, durch log Kow-Wert annä-
hernd beschrieben werden. Dadurch minimiert sich die Anzahl an unbekannten Variablen 
(Parametern), die mit dem vorliegenden Trainingssatz gefittet werden können. Die 
erhaltenen Gleichungen sind in der Tabelle 4.1.2 zusammengefasst.  
 
Tabelle 4.1.2 Ergebnisse der Sorptionsmessung II. 
Zusammenfassung der ermittelten Systemdeskriptoren zu den Substanzdeskriptoren S, E und dem 
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log Kow. Des Weiteren wird die Vorhersage der berech-
neten Werte durch r2 und die Vorhersagekraft des Modells durch ݍୡ୴ଶ  dargestellt.  
log Kow S E C r2 rms ݍୡ୴ଶ  rmscv Gleichung 
0,13 (± 0,02) 0,01 (± 0,14) −0,07 (± 0,11) −0,25 (± 0,10) 0,74 0,08 0,61 0,10 4.5 
0,13 (± 0,02) −0,07 (± 0,07)  −0,22 (± 0,08) 0,74 0,08 0,65 0,10 4.6 
0,13 (± 0,02)  −0,06 (± 0,05) −0,25 (± 0,07) 0,74 0,08 0,65 0,10 4.7 
0,12 (± 0,02)   −0,27 (± 0,07) 0,72 0,08 0,65 0,10 4.8 
 
 
Aus der Vorhersagegüte r2 nach Tabelle 4.1.2 kann die Sorption durch die vier Gleichun-
gen mit ca. 0,7 bestimmt werden. Zudem wurde für alle vier Gleichungen ein ähnliches ݍୡ୴ଶ
  
um 0,6 berechnet.  
Allerdings scheint die Berücksichtigung von E und S keinen Informationsgewinn für die fs-
Bestimmung zu bringen. Bei der Kalibrierung mit E, S und log Kow sind die Fehler für e 
und s in einer Größenordnung mit den ermittelten Systemdeskriptoren. Eine mögliche Er-
klärung wäre auch hier der geringe Trainingsdatensatz, oder S und E sind für die Sorption 
der Stoffe nicht relevant. Wenn S und E für die Sorption nicht relevant wären, würde dies  
bedeuten, dass eine einfache lineare Bestimmung von fs durch die Verwendung von log 
Kow genügen würde, da der Fehler (± 0,02) gering ist. Allerdings ist die Berechnung von fs 
durch log Kow (Gleichung 4.8 in Tabelle 4.1.2) vermutlich unvollständig, weil hier nur eine 
stoffrelevante Eigenschaft, die Hydrophobie, berücksichtigt wird. Die Sorption ist aber ein 
Maß aus der Gesamtheit der Stoffeigenschaften. Diese Summe ist für das Bindungsvermö-
gen einer Chemikalie an organische Partikel ausschlaggebender als eine einfache Vertei-
lung der Stoffe zwischen der hydrophilen und hydrophoben Phase (ausgedrückt als 
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log Kow). Daher sollten die Substanzparameter für die Kalibrierung einer Abraham-Glei-
chung mit einem größeren Trainingssatz (mindestens 10 Stoffe pro Substanzdeskriptor) 
weiterhin berechnet werden.  
Da die Mitverwendung von den Substanzdeskriptoren S und E keine bessere Kalibriergüte 
ergibt und die Fehler der Systemdeskriptoren genauso groß sind wie eben diese Substanz-
deskriptoren, wurden beide Parameter in dieser Arbeit zur fs-Bestimmung nicht weiter be-
rücksichtigt (Gleichung 4.8 in Tabelle 4.1.2).  
Es besteht ebenso die Möglichkeit, dass der untersuchte Hydrophobiebereich für eine ab-
schließende Klärung des Zusammenhanges fs und Stoffeigenschaften nicht ausreicht und 
erweitert werden müsste. Allerdings ist die Analyse von Stoffen im Biossay mit hohen 
log Kow-Werten (ab ca. log Kow = 6) aufgrund der schlechteren Löslichkeit schwierig.  
Die direkte lineare Annahme zwischen fs und log Kow nach Gleichung 4.8 ist in Abbildung 
4.1.4 erkennbar. 
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Abbildung 4.1.4  fs versus log Kow im linearen Ansatz 
Aufgetragen ist die Sorption fs experimentell gegen den log Kow nach Gleichung 
4.8. Zu sehen ist, dass mit steigendem log Kow-Wert die Sorption zunimmt. 
 
Aus dem Verlauf in Abbildung 4.1.4 ist erkennbar, dass die Stoffe einen log Kow-Bereich 
von 2,13 (Benzol) bis log Kow 5,73 (Hexachlorbenzol) abdecken. Die experimentellen fs-
Werte steigen mit dem log Kow-Bereich auf Werte von 0,12 (Benzol) bis 0,55 (Hexachlor-
benzol). Die zunehmende Sorption mit dem log Kow-Wert wäre ein Indiz auf einen linearen 
Zusammenhang zwischen fs und log Kow. Jedoch ist das Bestimmtheitsmaß  mit r2 =0,72 
(rms = 0,08) und ݍୡ୴ଶ  mit 0,65 (rms = 0,10) klein. Um die Anwendbarkeit der Gleichung 
4.8 aus der Tabelle 4.1.2 beurteilen zu können, wurden fs(experimentell) und fs(berechnet) 
nach Abbildung 4.1.5 miteinander verglichen.  
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Abbildung 4.1.5  fs (experimentell) versus fs (berechnet) nach linearer Auswertung 
 Aufgetragen ist die Sorption fs experimentell (fs(experimentell)) gegen fs berech-
net (fs(berechnet)) nach Gleichung 4.8. 
 
In der Abbildung 4.1.5 ist fs(experimentell) gegen fs(berechnet) aufgetragen. Erkennbar ist, 
dass sich die Werte fs(berechnet) und fs(experimentell) um die 1:1-Diagonale verteilen. Die 
berechneten fs-Werte ergeben einen Bereich von −0,24 (2-Butanon) bis 0,42 (Hexachlor-
benzol). Die experimentellen fs-Werte decken hingegen eine Größenordnung von 0,01 (2-
Butanon) bis 0,55 (Hexachlorbenzol) ab.  
Größere Abweichungen von fs(berechnet) und fs(experimentell) gibt es bei den Stoffen mit 
hohen log Kow-Werten (siehe dazu Tabelle 4.1.1). Hier wurden experimentell höhere Werte 
ermittelt als nach Gleichung 4.8. Auffallend ist auch der höhere fs(berechnet) für Diphe-
nylether (fs(berechnet) = 0,20) als sein experimenteller Wert (fs(experimentell) = 0,08).  
Nach dem Vergleich fs(experimentell) gegen fs(berechnet) ist es denkbar, dass ähnlich wie 
nach Gleichung 4.4 durch die Gleichung 4.8 die Sorption bei hohen log Kow-Werten unter-
schätzt wird, auch wenn r2- und ݍୡ୴ଶ  gerinfügig höher sind. 
 
Um die Güte der Kalibrierung weiter zu erhöhen, wurde als weiterer möglicher Korrelatio-
nsansatz ein exponentieller Zusammenhang angenommen (Gleichung 4.9). Dieser Zu-
sammenhang ist graphisch in Abbildung 4.1.6 aber vor allem in Abbildung 4.1.7 erkenn-
bar. Es resultiert eine bessere Korrelation mit einem Bestimmtheitsmaß von r2 = 0,90, 
wenn der gesamte Trainingsdatensatz (gesamte log Kow-Bereich) berücksichtigt wird.  
 
   y = a · blog Kow + c  
   fa = 0,005 (± 0,004) · 2,326 (± 0,343) log Kow + 0,024 (± 0,027)  (4.9) 
  n = 25, r2 = 0,90, rms = 0,05, F1,24 = 99,83 
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Abbildung 4.1.6 Sorptionsverlust I 
Sorption fs aufgetragen gegen den log Kow-Wert von 25 untersuchten Substanzen. 
Zu erkennen ist die exponentielle Abhängigkeit der Sorption (fs) vom log Kow-
Wert von 25 untersuchten Substanzen, wobei mit steigender Hydrophobie der 
Verlust durch Sorption zunimmt.  
 
Nach dem Kurvenverlauf in der Abbildung 4.1.6 wird ersichtlich, dass fs ab einem log Kow 
von 0,29 (2-Butanon) bis log Kow von 4,06 (1-Bromnaphthalen) geringfügig steigt und 
kaum Werte über 0,20 (20 %) annimmt. Ab einem log Kow von 4,06 bis 5,73 (Hexachlor-
benzol, fs= 0,55 (55 %)) steigt der Sorptionsverlust steil an. Im Vergleich fs(experimentell) 
mit fs(berechnet) durch die Gleichung 4.9 ergibt sich Abbildung 4.1.7. 
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Abbildung 4.1.7  fs (experimentell) versus fs (berechnet) nach exponentieller Auswertung 
Aufgetragen ist die Sorption fs experimentell (fs(experimentell)) gegen fs be-
rechnet (fs(berechnet)) nach Gleichung 4.9. 
 
Nach Abbildung 4.1.7 wird deutlich, dass sowohl die berechneten als auch die 
experimentellen fs-Werte an der 1:1-Linie liegen. Die größte Abweichung hat Diphe-
nylether bei fs(experimentell) = 0,08 (2-Butanon) und fs(berechnet) = 0,20.  
Verglichen zur Abbildung 4.1.5 (linearer Zusammenhang) liegen mehr Datenpunkte an der 
1:1-Linie. Somit wird die Sorption vermutlich besser vorhergesagt als nach Gleichung 4.4, 
aber auch als nach Gleichung 4.8, auch wenn die Fehler für die Parameter a und c gleich-
groß sind. Dies deutet darauf hin, dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen und die 
Größe des Datensatzes ein exponentieller Kurvenverlauf das Sorptionsverhalten besser 
erklärt, als ein linearer Zusammenhang. Vor allem im hohen log Kow-Bereich scheint die 
Gleichung 4.9 besser geeignet zu sein.  
Des Weiteren ist es denkbar, dass der Kurvenverlauf auch auf einen bilinearen Verlauf 
hindeutet. Als solcher besteht eine Kurve aus einem zunehmend steileren, fast linearen 
Anstieg (Anreicherungsphase an organischem Material), einem Wendepunkt (maximale 
Besetzung der organischen Bestandteile) und einem ebenso fast linearen Abfall (alle ver-
fügbaren Plätze der organischen Bestandteile besetzt). Somit könnte der hier untersuchte 
gesamte log Kow-Bereich dem ersten Abschnitt einer bilinearen Kurve entsprechen, wobei 
für eine Bestätigung Folgemessungen nötig wären.  
 
Um die tatsächliche Anwendbarkeit der exponentiellen Kurve nach Gleichung 4.9 zu 
überprüfen, wurden weitere Stoffe mit einer anderen Analysenmethode experimentell un-
tersucht. Es sollte herausgefunden werden, ob die Gleichung 4.9 den Sorptionsverlust un-
bekannter Stoffe gut vorhersagt. 
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Herangezogen wurde als Analyseverfahren die  Gaschromatographie (GC). Der sich hier 
ergebende experimentelle Sorptionsverlust sollte anschließend mit dem vorher erwähnten, 
berechneten Sorptionsverlust nach Gleichung 4.9 verglichen werden. 
Hierfür wurden exemplarisch vier Verbindungen auf ihr Sorptionsverhalten untersucht. Für 
die Stoffe wurden bis dahin nur Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen ermittelt und sind 
nicht in die Kalibrierung der Gleichung 4.9 eingegangen.  
Zunächst wurde für diese Substanzen der fs-Wert anhand der Gleichung 4.9 berechnet. Im 
Anschluss erfolgte die Bestimmung ihres Sorptionsverlusts mit Hilfe der GC und dem 
Massenspektrometer (MS) als Detektor. Die Analysebedingungen für die GC/MS sind dem 
Anhang zu entnehmen, wobei Stoffe gewählt wurden, die einen kleinen, mittleren sowie 
großen log Kow-Bereich aufwiesen. Um während der Messung eine ausreichend große Sub-
stanzkonzentration zu untersuchen, erfolgte eine Anreicherung der Substanzkonzentration 
mittels Festphasenmikroextraktion (SPME: solid phase micro extraction). Die Probenvor-
bereitung war analog den Versuchsdurchführungen im 24-h-Wachstumshemmtest für ver-
gleichbare Bedingungen. Zur Einhaltung der Bedingungen des Bioassays wurden die 
Chemikalienkonzentrationen so gewählt, dass sie den experimentell ermittelten, nominalen 
EC50-Werten entsprachen. Demnach  enthielten die 0-h- und 24-h-Proben im Endvolumen 
5 mL PPTS-Medium, 5 µL Chemikalie (gelöst in DMSO) und Ciliaten mit einer Startzell-
zahl von 0,2 · 105 Zell/mL.  
Darüber hinaus sollte ein Substanzverlust durch Flüchtigkeit ausgeschlossen werden. So-
mit wurden zunächst drei nichtflüchtige Chemikalien herangezogen. Erst im Anschluss 
wurde eine Substanz untersucht, die flüchtig ist und einen hohen log Kow-Wert aufweist.  
Die 0-h-Werte der Versuchsansätze wurden direkt nach dem Ansatz mittels GC/MS ver-
messen, wohingegen die 24-h-Proben bei 28 °C, im Dunkeln und ohne Schütteln, inkubiert 
wurden und anschließend vermessen.  
Die Auswertung der GC/MS-Messung erfolgte analog zur HPLC/UV-Methode mit Hilfe 
der Gleichung 3.15. Die fs-Werte konnten mit den nach der Gleichung 4.9 berechneten fs-
Werten verglichen werden. 
Des Weiteren wurde vergleichend die Sorptionsgerade nach Schramm et al. hinzugezogen, 
da dieses lineare Modell (Gleichung 4.12) und die beschriebene analytische Methodik (Ab-
schnitt 2.7.2) wichtig für meine Versuchsdurchführung war.23  
 
   fs= 0,078 (± 0,013) · log Kow – 0,066 (± 0,047)     (4.12) 
  n = 9, r² = 0,84; rms = 0,056; 2
cvq  = 0,80 ; rmscv = 0,076, F1,7 = 37,9   
 
Die experimentellen fs-Werte sowie die Berechneten nach Gleichung 4.9 und 4.12 sind in 
Tabelle 4.1.3 zusammengefasst. 
 
 
Ergebnisse und Diskussion  72 
 
Tabelle 4.1.3 Ergebnisse der Sorptionsmessung III.  
Vergleich der Bestimmungsmethoden für fs über Gleichung 4.9, 4.12 und experimentell nach 
GC/MS  
Substanz CAS log Kow fg c Gl. 4.9 a Gl 4.12 a ୱ݂
GC/MS b 
Anilin 62-53-3 0,9 0,001 0,03 0,00 0,00 
trans-2-Hexen-1-ol 928-95-0 1,61 0,008 0,04 0,06 0,00 
trans-2-Hepten-1-ol 33467-76-4 2,10 0,001 0,05 0,10 0,00 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,60 0,460 0,27 0,29 0,40 
a Sorptionsverlust berechnet nach Gleichung 4.9: fs= 0,024 + 0,005 · 2,326 log Kow und Gleichung 4.12: fs= 
0,078 (± 0,013) · log Kow – 0,066 (± 0,047).23 b Experimentell ermittelter Sorptionsverlust mit Hilfe GC/MS. c 
Fraktionierter Anteil durch Flüchtigkeit.  
 
 
Nach Tabelle 4.1.3 erstreckt sich der log Kow-Bereich von 0,9 (Anilin) bis 4,60 (1,2,3,4-
Tetrachlorbenzol). Die fs-Ergebnisse in Tabelle 4.1.3 lassen erkennen, dass der ermittelte 
ୱ݂
GC/MS-Wert meist kleiner ist als die Berechneten nach Gleichung 4.9 und 4.12. Lediglich 
für 1,2,3,4-Tetrachlorbenzol wurde ein größerer Sorptionsverlust ( ୱ݂
GC/MS ൌ 0,40ሻ mittels 
GC/MS-Messung berechnet.  
Anhand der Tabelle 4.1.3 ist es offensichtlich, dass die ermittelten fs-Werte ( ୱ݂
GC/MS, Gl. 
4.9 und Gl. 4.12) geringfügig von einander abweichen. Erst ab einem hohen log Kow-Wert 
über 4 wurde experimentell ein größerer Sorptionsverlust bestimmt. Es ist denkbar, dass 
beide Gleichungen 4.9 und 4.12 für eine Sorptionsbestimmung eingesetzt werden könnten.  
Zur Erstellung der Gleichung 4.12 wurden die gleichen Stoffe untersucht wie in dieser Ar-
beit. Um zu schauen, ob ein ähnlicher Trend der fs-Werte nach Gleichung 4.9 und 4.12 
vorhanden ist, wurden die experimentellen fs-Werte nach Gleichung 4.12 mit 
fs(experimentell) nach Gleichung 4.9 verglichen (siehe Abbildung 4.1.8). In der Abbildung 
4.1.8 wurden daher die jeweiligen fs-Werte gegen den log Kow (siehe Tabelle 4.1.2) 
aufgetragen.   
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Abbildung 4.1.8  Vergleich des Sorptionsverlustes  
Vergleich der experimentellen fs-Werte nach Gleichung 4.9 (●) und Gleichung 
4.12. Die experimentellen fs-Werte nach Gleichung 4.12 (●) wurden aus der Li-
teratur entnommen und sind in Tabelle 4.1.2 aufgelistet.23  
 
 
Aus dem Kurvenverlauf in Abbildung 4.1.8 wird deutlich, dass die fs-Werte ähnlich groß 
sind und mit steigendem log Kow-Wert zunehmen. Es ist auch denkbar, dass die experi-
mentellen Werte zur Bestimmung der Gleichung 4.12 ebenfalls exponentiell ansteigen. 
Allerdings ist der verwendete Datensatz für Gleichung 4.12 zu klein, um sich auf diese 
Annahme eindeutig festzulegen.  
Da in dieser Promotionsarbeit ein größerer Trainingsdatensatz untersucht wurde und sich 
die Gleichung 4.9 mit optimalen r2- und ݍ௖௩ଶ -Werten ergab, wurde zur Korrektur von fs der 
hier untersuchten elektrophilen und proelektrophilen Stoffe die Gleichung 4.9 herangezo-
gen.  
In zukünftigen Arbeiten sollte jedoch die Implementierung der Abraham-Gleichung nicht 
außer Acht gelassen werden. Diese erklärt das Sorptionsverhalten eines Stoffes theoretisch 
besser, da eine größere Anzahl an Substanzeigenschaften berücksichtigt wird. Da jedoch in 
dieser Arbeit der Trainingsdatensatz zu klein war, wurde die Abraham-Gleichung nicht 
verwendet und zur optimal möglichen Berücksichtigung der Sorption die Gleichung 4.9 
herangezogen.  
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4.2 Bioverfügbarkeit von Carbonsäuren 
Nach Abschnitt 2.7.1 sollte weiterhin überprüft werden, inwieweit hydrophobe, ionisier-
bare, organische Substanzen – HIOCs − toxisch gegenüber Tetrahymena pyriformis wir-
ken. Dissoziieren HIOCs in Abhängigkeit des pKs- und pH-Wertes, sind folgende Toxizi-
tätsbeiträge der Carbonsäuren denkbar: Zum einen ist es möglich, dass durch die Dissozia-
tion der pH im vorliegenden Milieu sinkt und zur Wachstumshemmung der Ciliaten führt 
(Säurestress). Zum anderen ändert sich der pH-Wert nicht und die Wachstumshemmung 
resultiert aus der vollständig biologisch verfügbaren Säuren (Chemikalienstress).118 In 
diesem Sinne ist der Toxizitätsbeitrag des Stoffes durch toxikologisch relevante 
Reaktionsmechanismen. Nach einer dritten Modellvorstellung haben die Säurebildung 
(Säurestress) und die biologische Verfügbarkeit (Chemikalienstress) zusammen einen Ein-
fluss auf das toxische Potential der Carbonsäuren.  
Diese unterschiedlichen Modellvorstellungen zur Toxizitätscharakterisierung von Carbon-
säuren wurden für 16 Carbonsäuren diskutiert.  
 
 
4.2.1 Wachstumskinetik in Abhängigkeit vom pH-Wert 
Um eine Plausibilitätsannahme über den Einfluss der unterschiedlichen Säurestärken von 
Carbonsäuren auf die Toxizität anhand der drei Modellvorstellungen zu charakterisieren, 
wurden innerhalb der Diplomarbeit von Olaf Sill 16 Carbonsäuren bei pH-Wert 7,2 und 8 
und im Zuge meiner Arbeiten bei pH 6 auf ihr toxisches Potential untersucht.135 Die unter-
suchten Carbonsäuren sind im Schema 4.2.1 zusammengefasst.  
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Schema 4.2.1  Strukturformeln der untersuchten Carbonsäuren.  
(A1) Oxalsäuremonoamid, (A2) L-Milchsäure, (A3) 3-Nitropropionsäure, (A4) 
Trifluoressigsäure, (A5) Trichloressigsäure, (A6) 2,3-Dibrompropionsäure, (B1) 
3,4-Dihydroxybenzoesäure, (B2) 3,5-Diiodsalicylsäure, (B3) 2,3,5-Triiodobenzoe-
säure, (B4) Mefenaminsäure, (B5) Flufenaminsäure, (C1) 3,3,3-Trifluor-2-(triflu-
ormethyl)propionsäure, (C2) Perfluorbutansäure, (C3) Perfluorhexansäure, (C4) 
Perfluorheptansäure, (C5) 15-Hydroxypentadecansäure 
 
 
Der erwähnte pH-Bereich (6 – 8) wurde gewählt, um für Tetrahymena ein optimales 
Wachstum zu gewährleisten und gleichzeitig die toxikologisch relevante Bioverfügbarkeit 
anhand der Modellvorstellungen zu interpretieren.136 Um jenen pH-Einfluss auf das 
Wachstum zu untersuchen, wurden zunächst Wachstumskurven aufgenommen, die im fol-
genden Abschnitt diskutiert werden. 
Vorweg sei erwähnt, dass für die Versuche mit maximaler Pufferkapazität gearbeitet 
wurde. Die maximale Pufferkapazität bezieht sich auf die maximal mögliche Pufferkon-
zentration mit dem kleinsten Einfluss auf das Ciliatenwachstum. Gleichzeitig ist es die 
höchste Konzentration, um pH-Änderungen durch die Einwirkung einer Carbonsäure zu 
kompensieren. Eine pH-Änderung durch die Dissoziation sollte verhindert werden, um nur 
die strukturabhängige Toxizität zu ermitteln.  
Um zunächst herauszufinden, ob die Ciliaten sowohl bei unterschiedlichen pH-Werten als 
auch in Gegenwart der hohen Pufferkonzentration wachsen, wurden Wachstumskurven 
aufgenommen. Hierfür wurden 5 mL Kultur bei pH 6, 7,2 und 8 in 25 mL PPTS-Medium 
mit 0,6 g/L K2HPO4 als Puffer angesetzt. Diese Wachstumskinetik erfolgte vor der Bestim-
mung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Carbonsäuren und ist in Abbildung 
4.2.1 dargestellt. 
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Abbildung 4.2.1 Wachstumskinetik von Tetrahymena pyriformis bei pH 6, 7,2 und 8 
Dargestellt ist das Wachstum von Tetrahymena pyriformis im PPTS-Medium am 
pH 6 (○), 7,2 (▲) und 8 (●). 
 
 
Wie bereits im Abschnitt 2.5 erwähnt, ändert sich im Laufe des Zellzyklus von Tetrahy-
mena pyriformis der pH-Wert durch die Bildung von basischen Stoffwechselprodukten. 
Dieses Phänomen galt auch für die Kulturen bei pH 6, 7,2 und 8. Das ist jedoch in der Ab-
bildung nicht dargestellt.  
In Abbildung 4.2.1 ist erkennbar, dass die Wachstumskinetik über einen Zeitraum von 
150 h aufgenommen wurde und die Gesamtlebendzellzahl während der Lag-Phase (bis 
maximal 3 h) bei allen pH-Werten ähnlich ist.  
Dies ändert sich geringfügig nach einer Gesamtzeit von 24 h und damit in der wichtigen 
Log-Phase. In jener exponentiellen Wachstumsphase wurde bei pH 6 eine Gesamtlebend-
zellzahl von 1,87 · 105 Zellen/ml ermittelt. Bei pH 7,2 betrug die Gesamtlebendzellzahl ca. 
2,11 · 105 Zellen/ml, wenngleich das Wachstum bei pH 8 (24 h: 2,44 · 105 Zellen/ml) ge-
ringfügig steiler ist. Das ändert sich mit dem Übertritt in die Übergangsphase nach ca. 
30 h. In dieser Phase nimmt das Gesamtwachstum der Ciliaten bei pH 6 und 8 ähnliche 
Werte an. Bei pH 7,2 hingegen wurden auch in dieser Wachstumsphase geringere 
Zellzahlen ermittelt. Die pH-Werte 6 und 8 stellen verglichen zum physiologischen pH-
Bereich bei 7,2 wahrscheinlich auch für Tetrahymena Extrembereiche dar. Diese pH-
Unterschiede haben vermutlich Auswirkungen auf vorhandene Enzymsysteme. Es ist 
denkbar, dass in dieser Übergangsphase des Wachstums bei pH 6 und 8 noch 
Enzymsysteme hochreguliert sind, die bei pH 7,2 bereits inaktiviert sind. Durch diese 
aktiven Enzymkomplexe können Stoffwechselprozesse wahrscheinlich aufrecht erhalten 
werden, die letztendlich das Wachstum verlängern. 
Das Ende der Übergangsphase ist bei allen pH-Werten vermutlich nach ca. 57 h erreicht 
und das Wachstum geht in die stationäre Phase über. Mit diesem Wechsel in die stationäre 
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Phase (bis maximal 100 h) werden deutliche Verschiebungen der Gesamtlebendzellzahl 
(z. B. nach 72 h: pH 6: 3,0 · 105 Zellen/ml; pH 8: 9,47 · 104 Zellen/ml) erkennbar, wobei 
die Gesamtlebendzellzahl vor allem bei pH 7,2 (72 h: 8,04 · 104 Zellen/ml) stark abnimmt. 
Diese Tendenz ändert sich erst in der Sterbephase nach ca. 100 bis 150 h. Letzteres ist je-
doch für den Chemikalieneinfluss auf die Ciliaten weniger bedeutsam. Wichtiger ist das 
Wachstum in der exponentiellen Wachstumsphase. Hier wurde bei allen pH-Werten mit 
höherer Pufferkonzentration ein ähnliches Wachstum ermittelt. Durch diese Ähnlichkeit ist 
eine Kultivierung bei pH 6, 7,2 und 8 mit 0,6 g/L K2HPO4 möglich. Dies gewährleistet die 
Aufnahme von Wachstumshemmtests über 24 h, wobei Konzentrations-Wirkungs-Bezie-
hungen bei pH 6, 7,2 und 8 ermittelt werden können. 
 
 
4.2.2 In-vitro-Toxizität des bioverfügbaren Anteils der Carbonsäuren 
Die Bioverfügbarkeit von Carbonsäuren hängt von der Dissoziation und dem pH-Wert ab.  
Dissoziiert eine Substanz, verändert sich dessen hydrophober Charakter und beeinflusst die 
biologische Verfügbarkeit. Nach Abschnitt 2.7.1 ist jene Hydrophobieänderung und damit 
die variierende Bioverfügbarkeit nach drei unterschiedlichen Fällen denkbar. Im ersten Fall 
(Fall 1 ≡ log ܭ୭୵ଵ , oben im Schema 4.2.2) wird die Dissoziationskapazität der entsprechen-
den Säure am vorliegenden pH-Wert vollständig vernachlässigt. Es gilt: Je höher der 
log Kow-Wert einer Substanz ist, desto größer ist dessen Fähigkeit durch die biologische 
Membran zu diffundieren oder dort zu akkumulieren. In dieser Modellbetrachtung des log 
Kow-Wertes wird die Carbonsäure als neutrale Spezies (HA) und damit vollständig (maxi-
mal) bioverfügbar angesehen (Fall 1 ≡ log ܭ୭୵ଵ  Schema 4.2.2). Allerdings ist es denkbar, 
dass die Säure durch den pKs-Wertes im Zytosol (wässriger Zellbereich) zum Teil dissozi-
iert, aber nur der nichtdissoziierte Anteil durch die Membran tritt (Schema 4.2.2). Der 
dadurch verringerte Anteil an nichtdissoziierter Spezies im Zytosol kann anschließend vom 
dissoziierten Anteil neu zur Verfügung gestellt werden, solange die Stoffkonzentration im 
Zytosol ausreichend groß ist.  
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Schema 4.2.2 Verteilung organischer Säuren. 
Verteilungskapazität ionogener Carbonsäuren HA im System n-Oktanol und Was-
ser. Sowohl log Kow als auch log Dow repräsentieren den Oktanol/Wasser-Vertei-
lungskoeffizienten von HA und A−. Ks entspricht der Säure-Dissoziationskonstante 
von HA. Über die Anwendung des log Kow-Wertes (log ܭ୭୵ଵ , Fall 1) wird die ge-
samte Säure (ohne Dissoziation) als bioverfügbar angesehen. In Abhängigkeit des 
vorliegenden pH-Wertes und des Dissoziationsgrades der Säure wird der log Dow-
Wert unter der alleinigen Betrachtung des undissoziierten Anteils berechnet 
(log ܦ୭୵ଶ ,Fall 2) oder unter Beachtung des dissoziierten und undissoziierten Anteils 
(log ܦ୭୵ଷ , Fall 3ሻ.  
 
 
Ist folglich die Säure nach Durchtritt durch die Membran maximal bioverfügbar, hängt ihre 
aquatische Toxizität von ihrer Säureform ab. Somit kann die Säure mit nukleophilen Bio-
molekülen reagieren, die zu einer Toxizitätserhöhung relativ zur Narkoselevel-Toxizität 
führen könnten. Da sich der log Kow-Wert durch die Vernachlässigung der Dissoziation 
nicht ändert, würde es zu einer Unterbewertung der Toxizitätserhöhung (relativ zum Nar-
koselevel) führen. Um daher der tatsächlichen Bioverfügbarkeit näher zu kommen, muss 
sowohl der Anteil an dissoziierter als auch an undissoziierter Säure in einem Zweiphasen-
system (hydrophil-hydrophob) berücksichtigt werden. Es werden der Einfluss des pKs- und 
des pH-Wertes interpretiert. In dieser Arbeit wurde der pH-Wert berücksichtigt, der am 
vermuteten EC50 der entsprechenden Carbonsäure gemessen wurde. Durch die Bezug-
nahme der Säurestärke, kann der log Dow-Wert nach Abschnitt 2.7.1 für zwei Fälle berech-
net werden:  
Die Gleichung 2.13 (Fall 2 ≡ log ܦ୭୵ଶ  Abschnitt 2.7.1) verdeutlicht, dass die Carbonsäuren 
unter den gegebenen Bedingungen (pH und pKs) im Zweiphasensystem zum Teil dissoziie-
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ren.53 Infolgedessen (H+ + A̶, Schema 4.2.2) erhöht sich die Wasserlöslichkeit der dissozi-
ierten Carbonsäurespezies und erschwert den Durchtritt durch die hydrophobe Membran. 
Damit geht nur der undissoziierte, hydrophobe Anteil (HA) in die Berechnung des 
log ܦ୭୵ଶ -Wertes ein. Log Dow repräsentiert den Quotienten aus der Konzentration der 
nichtdissoziierten Spezies in Oktanol und der gesamten Stoffkonzentration (undissoziiert 
und dissoziiert) in Wasser. 53,133 Diese Modellvorstellung entspricht dem Fall der minima-
len Bioverfügbarkeit nach Abschnitt 2.7.1.  
Als weitere modelltheoretische Annahme wurde der Fall 3 herangezogen. Hiernach kann 
nie ausgeschlossen werden, dass sowohl der undissoziierte als auch partiell der dissoziierte 
Anteil bioverfügbar ist (Fall 3 ≡ log ܦ୭୵ଷ ). Um beide Phänomene zur Berechnung des 
log ܦ୭୵ଷ  zu berücksichtigen, wurde Gleichung 2.16 angewendet.
99 Die sich ergebenden 
log Dow-Werte sind mit den log Kow-Werten in der Tabelle 4.2.1 mit den Toxizitätsdaten 
zusammengefasst.  
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Tabelle 4.2.1 Toxizität der 16 Carbonsäuren in Abhängigkeit zum pH-Wert.  
Dem in Abhängigkeit zum pH- und pKs-Wert veränderten log Kow-Wert wurden in Form der log Dow-Werte bei einem pH-Wert des Mediums von 6 
(oberste Zeile), 7,2 (mittlere Zeile) sowie von 8 (unterste Zeile) berechnet. Die Toxizität im Bioassay mit Tetrahymena pyriformis ist in Form des log EC50 
(M) nach 24 h und der berechneten Toxizitätserhöhung (log Te) angegeben.a 
Substanz Nr. t1/2 pKsd pH c log Kow log Dow b log Dow log EC50 [24 h]c log Te e log Te e log Te e 
  [d]  EC50 1.Fall 2.Fall 3.Fall [M] (1.Fall) (2.Fall) (3.Fall) 
Oxalsäuremonoamid A1 
  5,4 
−2,40
−5,70 −4,38 −2,12 ± 0,08 3,28 6,24 5,05 
1,27 · 105 2,10 6,0 −6,30 −4,39 −1,94 ± 0,05 3,10 6,60 4,89 
  5,7 −6,00 −4,39 −1,72 ± 0,01 2,88 6,11 4,67 
L-Milchsäure A2 
  4,5 
−0,72
−1,45 −1,43 −1,99 ± 0,02 1,65 2,30 2,29 
4,17 · 1023 3,86 4,9 −1,80 −1,75 −1,89 ± 0,02 1,55 2,52 2,48 
  4,8 −1,71 −1,67 −1,77 ± 0,02 1,43 2,31 2,28 
3-Nitropropionsäure A3 
  5,8 
−0,29
−2,33 −2,01 −2,48 ± 0,02 1,75 3,59 3,30 
4,17 · 1023 3,79 5,7 −2,21 −1,95 −2,14 ± 0,01 1,41 3,13 2,90 
  6,0 −2,50 −2,08 −2,01 ± 0,01 1,28 3,26 2,89 
Trifluoressigsäure A4 
  4,6 
0,50
−3,58 −1,50 −2,16 ± 0,03 0,73 4,38 2,52 
4,47 · 10-6 0,52 5,4 −4,38 −1,50 −2,11 ± 0,03 0,67 5,04 2,46 
  5,2 −4,18 −1,50 −1,82 ± 0,02 0,38 4,57 2,17 
3,4-Dihydroxybenzoesäure B1 
  6,1 
0,86
−0,80 −0,64 −2,45 ± 0,05 0,69 2,18 2,03 
4,47 · 10-6 4,45 5,0   0,20 0,22 −1,93 ± 0,02 0,17 0,76 0,74 
  5,3 −0,05 −0,02 −1,78 ± 0,01 0,03 0,84 0,81 
2,3-Dibrompropionsäure A6 
  6,6 
1,19
−3,08 −0,81 −4,44 ± 0,04 2,39 6,21 4,18 
802,18 2,33 7,2 −3,68 −0,81 −4,38 ± 0,03 2,32 6,69 4,11 
  7,6 −4,08 −0,81 −3,44 ± 0,04 1,38 6,10 3,17 
Trichloressigsäure A5 7,92 · 10-6 0,51 
5,9 
1,33
−4,08 −0,67 −2,58 ± 0,04 0,40 5,25 2,19 
6,7 −4,68 −0,67 −2,47 ± 0,08 0,29 5,84 2,08 
Ergebnisse und Diskussion  81 
 
Substanz Nr. t1/2 pKsd pH c log Kow log Dow b log Dow log EC50 [24 h]c log Te e log Te e log Te e 
  [d]  EC50 1.Fall 2.Fall 3.Fall [M] (1.Fall) (2.Fall) (3.Fall) 
7,2 −5,36 −0,67 −2,42 ± 0,04 0,24 6,23 2,03 
3,3,3-Trifluor-2-(trifluor-
methyl)propionsäure C1 
  5,4 
1,83
−1,99 −0,16 −2,47 ± 0,01 −0,16 3,26 1,62 
8,02 · 10-6 1,53 6,1 −2,74 −0,17 −2,34 ± 0,03 −0,29 3,81 1,51 
  5,9 −2,54 −0,17 −2,13 ± 0,64 −0,50 3,41 1,29 
Perfluorbutansäure C2 
  5 
2,43
−2,20 0,43 −2,12 ± 0,08 −1,05 3,10 0,74 
8,02 · 10-6 0,37 5,8 −3,00 0,43 −2,14 ± 0,02 −1,03 3,84 0,76 
  5,6 −2,80 0,43 −1,88 ± 0,02 −1,28 3,40 0,51 
Perfluorhexansäure C3 
  5,6 
4,37
−0,84 2,37 −2,98 ± 0,02 −1,92 2,75 -0,13 
8,02 · 10-6 0,42 6,2 −1,41 2,37 −2,75 ± 0,003 −2,15 3,03 -0,36 
  6,2 −1,41 2,37 −2,50 ± 0,04 −2,40 2,78 -0,61 
3,5-Diiodsalicylsäure B2 
  6,6 
4,56
  0,30 2,56 −4,68 ± 0,04 −0,40 3,42 1,39 
4,17 · 1023 2,30 7,2 −0,34 2,56 −4,14 ± 0,05 −0,94 3,45 0,85 
  7,6 −0,74 2,56 −4,26 ± 0,12 −0,82 3,93 0,98 
15-Hydroxypentadekan-
säure C5 
  6,5 
5,01
 3,28 3,47 −5,47 ± 0,03 −0,01 1,54 1,37 
4,17 · 1023 4,78 7,2  2,59 3,15 −5,40 ± 0,03 −0,08 2,09 1,59 
  7,6  2,19 3,07 −5,10 ± 0,02 −0,38 2,15 1,36 
2,3,5-Triiodobenzoesäure B3 4,17 · 10
23 2,16 
6,8 
5,03
 0,44 3,03 −4,22 ± 0,005 −1,27 2,84 0,52 
7,1  0,09 3,03 −3,55 ± 0,04 −1,94 2,48 −0,15 
7,6 −0,41 3,03 −3,25 ± 0,02 −2,25 2,62 −0,48 
Mefenaminsäure B4 4,17 · 1023 4,20 
6,6 
5,12
 2,76 3,28 −5,70 ± 0,07 0,12 2,24 1,78 
7,2  2,12 3,16 −5,40 ± 0,05 −0,18 2,51 1,58 
7,5  1,82 3,14 −4,89 ± 0,11 −0,69 2,27 1,08 
Flufenaminsäure B5 8,02 · 10-6 3,67 6,5 5,25  2,45 3,31 −5,70 ± 0,03 0,01 2,52 1,74 
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Substanz Nr. t1/2 pKsd pH c log Kow log Dow b log Dow log EC50 [24 h]c log Te e log Te e log Te e 
  [d]  EC50 1.Fall 2.Fall 3.Fall [M] (1.Fall) (2.Fall) (3.Fall) 
7,2  1,72 3,26 −5,30 ± 0,22 −0,39 2,77 1,39 
7,6  1,32 3,26 −5,52 ± 0,05 −0,17 3,35 1,62 
Perfluorheptansäure C4 8,02 · 10-6 0,47 
6,5 
5,33
−0,73 3,33 −4,34 ± 0,02 −1,43 4,00 0,36 
7,0 −1,20 3,33 −4,05 ± 0,04 −1,71 4,14 0,08 
6,5 −0,37 3,33 −4,12 ± 0,04 −1,65 3,76 0,15 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die log Dow-Werte wurden nach der Gleichung 2.13 
(log ܦ୭୵ଶ ሻ und 2.16 (log ܦ୭୵ଷ ሻ berechnet c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen Effekt auf das Wachs-
tum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft, wobei der angegebene pH-Wert dem gemessenen pH am ermittelten EC50-Wert entspricht. d pKs-Werte und 
Halbwertszeiten t1/2 bei pH 7 der Carbonsäuren, die mit Hilfe von ChemSketch zugänglich waren137 e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die 
Narkoseerwartung.68  
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Aus der Tabelle 4.2.1 wird ersichtlich, dass sich der pH-Wert am EC50 zum Teil geändert 
hat. Dadurch ergeben sich unterschiedliche log Dow-Werte. Wie groß allerdings eine pH-
Änderung ist, hängt von den einzelnen pKs-Werten ab. Je kleiner der pKs-Wert gegenüber 
dem pH-Wert des Mediums ist, desto geringer ist der Einfluss einer pH-Änderung zwi-
schen den Start-pH-Werten von 6 auf 8. Grund hierfür ist die vollständige Dissoziation der 
Säuren mit sehr kleinen pKs-Werten in diesem pH-Bereich.138 Bezogen auf diesen Einfluss 
des pKs-Wertes wurden Carbonsäuren ausgewählt, die ein breites pKs-Spektrum zwischen 
0,37 (Perfluorbutansäure) und 4,78 (15-Hydroxypentadekansäure) abdecken. Dement-
sprechend sind nach Tabelle 4.2.1 alle untersuchten Carbonsäuren in unterschiedlichem 
Maße bei pH 6, 7,2 und 8 dissoziiert.  
Aus der Tabelle 4.2.1 ist erkennbar, dass für Oxalsäuremonoamid der kleinste log ܦ୭୵ଷ -
Wert (pH 6: log ܦ୭୵ଷ = −4,38, pH 7,2: log ܦ୭୵ଷ = −4,39, pH 8: log ܦ୭୵ଷ = −4,39) und für 
Perfluorheptansäure der größte log ܦ୭୵ଷ -Wert (pH 6, 7,2, 8 = 3,33) berechnet wurde. Des 
Weiteren ergibt sich ein log EC50-Bereich bei pH 6 von −5,70 (Mefenaminsäure, Flufena-
minsäure) bis −1,99 (L-Milchsäure). Bei pH 7,2 erstreckt sich jener log EC50-Bereich von 
−5,40 (Mefenaminsäure, 15-Hydroxypentadekansäure) bis −1,89 (L-Milchsäure). Dahin-
gegen wurden logarithmierte Effektkonzentrationen bei pH 8 von −5,52 (Flufenaminsäure) 
bis −1,72 (Oxalsäuremonoamid) ermittelt. Bei pH 8 ist der log EC50-Trend am größten.  
Eine Ursache kann bei pH 8 das gute Ciliatenwachstum sein (siehe Abschnitt 4.2.1). Des 
Weiteren nimmt mit steigendem pH-Wert (Gleichung 2.8, Abschnitt 2.7.1) der 
Dissoziationsgrad der Säuren zu. Dadurch sind die Säuren hydrophiler und können auf-
grund elektrostatischer Abstoßungen schlechter durch die hydrophobe Membran diffundie-
ren. Somit ist die Substanzkonzentration für einen toxischen Effekt geringer.  
Ausnahmen sind vermutlich 3,5-Diiodsalicylsäure, Flufenaminsäure und Perfluorheptan-
säure. Hier wurden bei pH 8 kleinere EC50-Werte als bei pH 7,2 bestimmt. Genauer be-
trachtet, sind diese Abweichungen minimal und vermutlich aufgrund eines größeren Feh-
lers des EC50-Wertes hervorgerufen.  
Damit ein möglicher Zusammenhang zwischen dem EC50 und dem log ܦ୭୵ଷ -Wert besser 
deutlich wird, erfolgte in der Abbildung 4.2.2, Abbildung 4.2.3 und Abbildung 4.2.4 eine 
Gegenüberstellung der Toxizität gegen die Hydrophobie. Um auf den Unterschied zwi-
schen log ܭ୭୵ଵ  und log ܦ୭୵ଶ  bzw. log ܦ୭୵ଷ  aufmerksam zu machen, sind in den Abbildun-
gen alle drei Fälle zusammengefasst.  
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Abbildung 4.2.2  Toxizität gegen Hydrophobie von Carbonsäuren bei pH 6  
Toxizität (log EC50) aufgetragen gegen die Hydrophobie (log Kow bzw. log Dow) 
von 16 Carbonsäuren bei pH 6. Die effektiven Konzentrationen (EC50) der Car-
bonsäuren nach Fall 1 sind gegen den log Kow-Wert (○) aufgetragen. Zudem 
entspricht (●) dem Fall 2 (log ܦ୭୵ଶ ) wohingegen mit (●) der Fall 3 (log ܦ୭୵ଷ ) 
betrachtet wird. Die durchgezogene Linie entspricht der Narkoselevel-Toxizität. 
Die teilweise gestrichelte Linie (-..-)  ist der log Te = 1 und die Punktlinie (...) der 
log Te-Bereich bei 2.  
  
 
   
Abbildung 4.2.3  Toxizität gegen die Hydrophobie von Carbonsäuren bei pH 7,2  
Toxizität (log EC50) aufgetragen gegen die Hydrophobie (log Kow bzw. log Dow) 
von 16 Carbonsäuren bei pH 7,2. Die effektiven Konzentrationen (EC50) der 
Carbonsäuren nach Fall 1 sind gegen den log Kow-Wert (∆) aufgetragen. Zudem 
entspricht (▲) dem Fall 2 (log ܦ୭୵ଶ ), wohingegen mit (▲) der Fall 3 (log ܦ୭୵ଷ ) 
betrachtet wird. Die durchgezogene Linie entspricht der Narkoselevel-Toxizität. 
Die gestrichelte Linie (-..-) ist der log Te = 1 und die Punktlinie (...) der log Te-
Bereich bei 2.  
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Abbildung 4.2.4  Toxizität gegen die Hydrophobie von Carbonsäuren bei pH 8 
Toxizität (log EC50) aufgetragen gegen die Hydrophobie (log Kow bzw. log Dow) 
von 16 Carbonsäuren bei pH 8. Die effektiven Konzentrationen (EC50) der Car-
bonsäuren nach Fall 1 sind gegen den log Kow-Wert ( ) aufgetragen. Zudem 
entspricht ( ) dem Fall 2 (log ܦ୭୵ଶ ), wohingegen mit ( ) der Fall 3 (log ܦ୭୵ଷ ) 
betrachtet wird. Die durchgezogene Linie entspricht der Narkoselevel-Toxizität. 
Die gestrichelte Linie (-..-) ist der log Te = 1 und die Punktlinie (...) der log Te-
Bereich bei 2.  
 
 
Ausgehend von der maximal möglichen Bioverfügbarkeit (1.Fall, log ܭ୭୵ଵ ), über die 
Beachtung der dissoziierten und nicht dissoziierten Anteile (Fall 3, log ܦ୭୵ଷ ), bis zur mini-
malen Verfügbarkeit (Fall 2, log ܦ୭୵ଶ ) ist aus den Abbildungen eine Linksverschiebung der 
log Kow- bzw. log Dow-Werte ersichtlich. Es zeigt den deutlichen Einfluss der pKs- und pH-
Werte auf die Bioverfügbarkeit der Carbonsäuren. Daher müssten diese Parameter (pKs 
und pH) für eine systematische Toxizitätsuntersuchung mit Hilfe des Narkosemodells be-
rücksichtigt werden.  
 
Unter Annahme der Modellvorstellung, dass nur der hydrophobe Anteil eines Stoffes 
bioverfügbar ist (Fall 1), könnten die Toxizitätsergebnisse mit Hilfe des Narkosemodells 
interpretiert werden. Dies ist jedoch nach den Abbildungen ungünstig. Hier kam es 
vermutlich zu einer Unterbewertung der toxischen Wirkung (Rechtsverschiebung) relativ 
zur Narkoseerwartung, da die Carbonsäuren aufgrund ihrer Säurestärke zur Dissoziation 
tendieren. 
Wird die Fähigkeit zur Dissoziation als Kriterium angenommen, kann Fall 2 herangezogen 
werden. Diese Modellvorstellung kommt dem wahren toxikologisch relevanten Charakter 
der Carbonsäuren näher und wäre damit plausibel.  
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Jedoch ist eine Anwendung des Narkosemodells (nicht dissoziierte Stoffe) zur log Te-
Bestimmung durch eben diese Dissoziation der Carbonsäuren schwierig. Durch die 
Dissoziation ist ein noch geringerer Anteil an Carbonsäure biologisch verfügbar. Dies kann 
zu einer Überbewertung der Toxizitätserhöhung führen (Linksverschiebung relativ zur 
Narkosegerade).  
Als weitere Plausibilitätsannahme für die biologische Verfügbarkeit wurde die im 
Abschnitt 2.7.1 mit Gleichung 2.16 erwähnte Modellvorstellung Fall 3 betrachtet und ist in 
Abbildung 4.2.2, Abbildung 4.2.3 und Abbildung 4.2.4 dargestellt. Nach dieser plausiblen 
Modellvorstellung ist es wahrscheinlich, dass die Carbonsäuren zum Teil undissoziiert 
bleiben und somit ein größerer Anteil an Säureform biologisch verfügbar ist. Relativ zur 
Narkosegerade ergibt sich eine Verteilung der Toxizitätswerte der Stoffe zwischen Fall 1 
und Fall 2. Es wird vermutet, dass Fall 3 dem wahren Charakter der Säuren näherkommt. 
Daher wurde der undissoziierte und dissoziierte Anteil für die biologische Verfügbarkeit 
berücksichtigt. Auch wenn in dieser Modellvorstellung die Anwendung des Narkosemo-
dells für den dissoziierten Anteil schwierig ist, wurde das Narkosemodell bei pH 7,2 zur 
Vereinfachung herangezogen: So war es möglich, mit Hilfe von log ܦ୭୵ଷ  die 
Toxizitätserhöhung zu bestimmen und erlaubte die Aufstellung von Strukturalarmen.  
 
Allerdings handelt es sich hierbei um Säuren. Somit konkurriert die strukturabhängige To-
xizitätserhöhung (Chemikalienstress) mit der pH-abhängigen Toxizität, die durch die Dis-
soziation der Säure (Säurestress) verursacht wird. Diese Konkurrenzreaktion soll in diesem 
Abschnitt diskutiert werden. Im Anschluss schließt sich die Interpretation der Toxizitätser-
höhung der Carbonsäuren an, die durch mögliche Reaktionsmechanismen mit nukleophilen 
Biomolekülen verursacht wird.  
 
 
4.2.3 In-vitro-Toxizität der Carbonsäuren durch Säurestress 
Wie bereits erwähnt wurde, liegen alle hier untersuchten Carbonsäuren im unterschiedli-
chen Maße bei pH 6, 7,2 und 8 dissoziiert vor und können eine pH-Verringerung verursa-
chen. Infolgedessen wird eine Effektwirkung ausgelöst, die nicht direkt strukturabhängig 
und damit nicht durch Reaktionsmechanismen bedingt ist.  
Beispielsweise wurden für die Carbonsäuren Oxalsäuremonoamid, L-Milchsäure, 3-Nitro-
propionsäure, Trifluoressigsäure, 3,4-Dihydroxybenzoesäure, Trichloressigsäure, 3,3,3-
Trifluor-2-(trifluormethyl)propionsäure, Perfluorbutansäure, Perfluorhexansäure log EC50-
Werte um −2 bestimmt (Abbildung 4.2.2, Abbildung 4.2.3, Abbildung 4.2.4 und Tabelle 
4.2.1, Seite 80). Dies bezieht sich auf alle zuvor eingestellten pH-Bereiche. Gleichzeitig 
hat sich bei diesen Carbonsäuren am EC50 überwiegend der pH-Wert verringert.  
Bei einer Exposition gegenüber L-Milchsäure hat sich der pH-Wert am stärksten verändert: 
pH 6 auf 4,5, pH 7,2 auf 4,9 und pH 8 auf 4,8.  
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Die kleinste Verminderung des pH-Wertes 7,2 und 8 ist infolge einer Exposition 
gegenüber Trichloressigsäure (pH 7,2 auf 6,7 bzw. pH 8 auf 7,2) gegeben. Die pH-
Schwankungen und der konstante EC50-Bereich lassen vermuten, dass die Toxizität durch 
einen intrazellulären pH-Abfall und damit Säurestress hervorgerufen wird. Infolgedessen 
kann es zu Funktionshemmungen wichtiger Stoffwechselsysteme und den damit 
verbundenen Enzym- und Proteinsystemen kommen. Somit scheint der Säurestress im 
Falle der neun Carbonsäuren gegenüber toxikologisch relevanten Mechanismen dominie-
render zu sein.  
 
Obwohl bekannt ist, dass Tetrahymena pH-Schwankungen zwischen 5,58 und 8,40 durch 
aktive Protonenpumpen und Enzymsysteme ausgleichen kann, sind wahrscheinlich die 
gewählten Substanzkonzentrationen ausreichend hoch, um einen sofortigen Säurestress 
auszulösen.61,136 Zudem geben Schultz et al. zu bedenken, dass ein pKs-Bereich ≤ 6,5 bzw. 
ein pH-Abfall unter 5 die Ciliaten jenem Säurestress aussetzt, der sich in einer oxidativen 
Entkopplung der Atmungskette äußern kann.100,138 Demnach wären alle diskutierten 
Carbonsäuren Entkoppler der Atmungskette. Als Protonenshuttle gelangen die undissozi-
ierten Säuren ins Innere der Mitochondrien und dissoziieren dort. Als Base gelangen sie 
wieder nach außen.100,139 Im Inneren der Mitochondrien kommt es durch die Anreicherung 
der Protonen zum pH-Abfall, wobei der benötigte elektrochemische Gradient zwischen der 
mitochondrialen Matrix und dem Intermembranraum der Mitochondrien verloren geht. 
Dieser ist jedoch nötig, um über die oxidative Phosphorylierung ATP zu bilden. Durch den 
erwähnten pH-Abfall sind die Ciliaten kurzzeitig gestresst und verbrauchen vermehrt Sau-
erstoff, bis die Atmung ausbleibt und dadurch wichtige Stoffwechselwege gehemmt wer-
den.140,141 Dieser Prozess der Entkopplung ist ebenso in höheren Organismen für die Hem-
mung der oxidativen Phosphorylierung ausschlaggebend.  
Inwieweit diese Annahmen auch für die verbliebenen acht Carbonsäuren mit konstantem 
pH-Wert zutreffen, soll folgend diskutiert werden.  
Für die acht Carbonsäuren hat sich der eingestellte pH-Wert kaum, aber der log EC50-Be-
reich, verändert: (pH 6: 2,3,5-Triiodobenzoesäure −4,22, pH 7,2: 2,3,5-Triiodobenzoesäure 
−3,55, pH 8: 2,3,5-Triiodobenzoesäure −3,25; pH 6: Mefenaminsäure, Flufenaminsäure 
−5,70, pH 7,2: Mefenaminsäure, 15-Hydroxypentadekansäure −5,40, pH 8: Flufenamin-
säure −5,40).  
Eine Korrelation des log EC50-Wertes zum pH-Wert kann der Abbildung 4.2.5 entnommen 
werden. Die geringe pH-Änderung und der größere Toxizitätsbereich lassen darauf schlie-
ßen, dass bei diesen acht Säuren neben dem vermuteten Säurestress toxikologisch relevante 
Reaktionsmechanismen das toxische Profil beeinflussen. Um dies zu bestätigen, wurde die 
Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoselevel-Toxizität berechnet und wird im 
folgenden Abschnitt diskutiert.  
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Abbildung 4.2.5  Log EC50 [M] versus pH  
Zusammengefasst ist der sich ergebende log EC50 [M] bei den voreingestellten 
pH 6 (▲), 7,2 (●) und 8 (●) gegenüber den sich veränderten pH-Werten an ent-
sprechenden log EC50-Werten. Lediglich bei den Carbonsäuren 2,3,5-Triio-
dobenzoesäure, Flufenaminsäure, Mefenaminsäure und 15-Hydroxypentadekan-
säure kam es zu keiner nennenswerten pH-Änderung.   
 
 
4.2.4 Toxizitätserhöhung der Carbonsäuren 
Die im vorangegangenen Abschnitt erwähnte Narkoselevel-Toxizität aus neutralen, nicht-
dissoziierten Narkosestoffen berücksichtigt die Toxizität in Abhängigkeit zum log Kow-
Wert. Die Quantifizierung des Toxizitätsbeitrages würde jedoch der maximalen Biover-
fügbarkeit der Carbonsäuren als neutrale Spezies (Fall 1) entsprechen. Diese Fallbetrach-
tung wurde als weniger wahrscheinlich angesehen und wird fortlaufend nicht diskutiert. 
Nichtsdestotrotz fehlt eine solche Narkosegerade unter Berücksichtigung des log ܦ୭୵ଶ - 
und  log ܦ୭୵ଷ -Wertes. Da Fall 3 sowohl den dissoziierten und undissoziierten Anteil 
berücksichtigt, ist diese Annahme plausibler und soll in diesem Abschnitt diskutiert wer-
den.  
Um einen Vergleich der Toxizitätserhöhungen zu ermöglichen, wurde die Narkoselevel-
Toxizität bei pH 7,2 als Referenz angewendet. Die log Te-Werte (bei log ܦ୭୵ଷ ) sind in 
Tabelle 4.2.1 (Seite 80) zusammengefasst.  
Aus der Tabelle 4.2.1 ist es offensichtlich, dass die log Te-Werte bei pH 6; pH 7,2 bis pH 8 
ähnlich sind. Unter allen drei Bedingungen hat Oxalsäuremonoamid die größte Toxizitäts-
erhöhung (pH 6: log Te = 5,05; pH 7,2: log Te =  4,89; pH 8: log Te = 4,67) und Perfluorhe-
xansäure (pH 6: log Te = −0,13; pH 7,2: log Te = −0,36; pH 8: log Te = −0,61) die kleinste.  
Werden die Carbonsäuren an den pH-Werten einzeln betrachtet, ergibt sich eine Verringe-
rung der log Te-Werte ausgehend vom pH 6 über pH 7,2 bis zum pH 8.  
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Die Perfluorbutansäure, Perfluorhexansäure, 2,3,5-Triiodobenzoesäure, Perfluorhep-
tansäure wirken bei allen pH-Bereichen narkotisch. Im Gegensatz dazu wurden für 
Oxalsäuremonoamid, L-Milchsäure, 3-Nitropropionsäure, Trifluoressigsäure 2,3-
Dibrompropionsäure, Trichloressigsäure, 3,3,3-Trifluor-2-(trifluor-methyl)propionsäure, 
15-Hydroxypentadekansäure, Mefenaminsäure sowie Flufenaminsäure log Te-Werte 
ermittelt, die zunächst auf eine erhöhte Toxizität schließen lassen. Somit sollte der 
Toxizitätsbeitrag der Carbonsäuren durch toxikologisch relevante Reaktionsmechanismen 
interpretiert werden.  
Für Oxalsäuremonoamid und L-Milchsäure wird ein dominierender Säurestress vermutet, 
der letztendlich zum Absterben der Ciliaten führt.  
Die erhöhte Toxizität der 3-Nitropropionsäure (pH 6: log Te = 3,30, pH 7,2: log Te = 2,90, 
pH 8: log Te = 2,89) kann durch die NO2-Substitution erklärt werden: Durch die NO2-
Gruppe hat es einen Substituenten mit −M-Effekt. Infolge des Elektronenzuges von NO2 
verringert sich die Elektronendichte an der Carbonyl-Gruppe. Das erleichtert womöglich 
die Protonenabgabe der Carboxyl-Gruppe und löst einen Säurestress aus.  
Im Gegensatz dazu ist die Narkosewirkung der 3,4-Dihydroxybenzoesäure (pH 6: log Te = 
0,69, pH 7,2 log Te = 0,17, pH 8 log Te = 0,03) dahingehend interessant, als dass sie in vivo 
Apoptose auslösen kann.142 In der Chemotherapie, für die Behandlung von Darmkrebs, 
wird 3,4-Dihydroxybenzoesäure für den kontrollierten Zelltot von Tumorzellen eingesetzt. 
Diese pharmakologische Wirkung ist auf den proelektrophilen Charakter und die Fähigkeit 
zur Redoxreaktion zurückführbar. Strukturell ähnelt es dem 1,2-Dihydroxyphenol (≡ Cate-
chol) und könnte über eine enzymatische Oxidation in das reaktive 1,2-Benzochinon oxi-
diert werden. Auch hier wird deutlich, dass das Substitutionsprofil einen Einfluss auf die 
erhöhte Toxizität relativ zur Narkoselevel-Toxizität hat.  
Diese Einflussnahme wird ebenso für die halogenierten Carbonsäuren Trifluoressigsäure, 
2,3-Dibrompropionsäure, Trichloressigsäure, 3,3,3-Trifluor-2-(tri-fluormethyl)-propion-
säure, Perfluorbutansäure, Perfluorhexansäure, Perfluorheptansäure deutlich.  
Die Halogen-Substitution ermöglicht wahrscheinlich eine bimolekulare, nukleophile Sub-
stitution mit Eliminierung des Halogens. Die Fähigkeit des Halogens das Molekül während 
eines konzertierten Angriffs des Nukleophils zu verlassen, nimmt in der Reihenfolge Fluor, 
Chlor, Brom, Iod zu.27 Angesichts dessen ist eine SN2-Reaktion der Trifluoressigsäure, 
Trichloressigsäure sowie der 3,3,3-Trifluor-2-(trifluormethyl)propionsäure weniger wahr-
scheinlich. Jedoch kann sich über die Dissoziation der Carboxyl-Gruppe und einer Hydro-
lyse (HCl, HF, HI) der intrazelluläre pH-Wert verringern und die Toxizitätserhöhung ver-
ursachen. Dies hätte Einfluss auf die Funktionen von Enzymen, Ionenpumpen, oxidative 
Entkoppler etc.. Da allerdings die jeweilige kritische Konzentration der entstehenden Ha-
logensäuren nicht bekannt ist, wird der resultierende Effekt in der folgenden Diskussion als 
gesamter Säurestress der Carboncäure und der Halogensäuren angesehen. 
Eine SN2-Reaktion ist für die perfluorierten Carbonsäuren weniger wahrscheinlich, 
wodurch sie narkotisch wirken.  
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Des Weiteren verursacht die kovalente Bindung zwischen den Fluor- und 
Kohlenstoffatomen eine chemische Stabilität, weshalb sie auch als Korrosionshemmer oder 
als Feuchtigkeitsschutz in Kleidung, in Papier, in Leder etc. eingesetzt werden. Zudem 
wurde nachgewiesen, dass sie einen hemmenden Einfluss auf membranständige Proteine 
haben. Dies bestätigt vermutlich ihre Wirkung auf Narkoseniveau.143 Die hier 
eingelagerten Proteine sind sogenannte Gap Junctions (Zell-Zell-Kanäle). Sie sind für eine 
intrazelluläre Verknüpfung und Informationsweiterleitung über die Zellen im Darm oder 
im Herzen verantwortlich. Diese Proteine sind jedoch im Einzeller nicht vorhanden, wobei 
andere membranständige Proteine eventuell Reaktionspartner dieser Stoffe darstellen 
könnten.  
Eine potentielle SN2-Reaktion ist an der 2,3-bromsubstituierten Propionsäure (pH 6: log Te 
= 2,39, pH 7,2 log Te = 2,32, pH 8 log Te = 1,38) nach dem Schema 4.2.3 denkbar und er-
klärt bei dem unveränderten pH-Wert den log Te-Wert. Die zwei Brom-Substituenten sind 
zwei potentielle Abgangsgruppen, wobei das der Carboxyl-Gruppe entfernteste Halogen 
die geringste sterische Abschirmung aufweist und leicht ausgetauscht wird.  
 
OHBr
OBr
OHBr
ONu
−Br−
Nu−
= −
Br Nu
Br OH
O
 
 
Schema 4.2.3   SN2-Reaktion der 2,3-Dibrompropionsäure 
SN2-Reaktion der 2,3-Dibrompropionsäure über eine rückseitige, konzertierte Sub-
stitution des Nukleophils (S-Protein) mit Inversion der Konfiguration und der Ab-
gabe des negativ geladenen Brom-Ions (Br−).135   
 
Neben halogenierten, aliphatischen Carbonsäuren wurden halogenierte, aromatische Car-
bonsäuren untersucht. Durch die Halogenierung wie bei 3,5-Diiodsalicylsäure und 2,3,5-
Triiodbenzoesäure wäre das Iod-Atom in einer SNAr-Reaktion die Abgangsgruppe. Aller-
dings ist Iod eine schlechte Abgangsgruppe. Daher ist eine SNAr-Reaktion nur dann mög-
lich, wenn der Aromat durch einen anderen Substituenten (z. B. mit –M-Effekt) aktiviert 
wird. Dies kann beispielsweise durch eine NO2-Substitution erfolgen. Da jedoch in den 
genannten Carbonsäuren eine solche Substitution fehlt, ist eine SNAr-Reaktion weniger 
wahrscheinlich und erklärt die Narkosewirkung.  
Flufenaminsäure (pH 6: log Te = 0,01, pH 7,2 log Te = −0,39, pH 8 log Te = −0,17) hat für 
eine SNAr-Reaktion mit der CF3-Gruppe einen aktivitätssteigernden Substituenten. Hier 
fehlt aber eine gute Abgangsgruppe direkt am Aromaten. Folglich ist auch hier eine er-
höhte Toxizität infolge einer SNAr-Reaktion weniger wahrscheinlich und würde für eine 
Narkosewirkung sprechen.  
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Nichtsdestotrotz wird Flufenaminsäure aufgrund seiner pharmakologischen Wirkung in der 
Medizin angewendet. Zusammen mit Mefenaminsäure wird sie durch ihre Wirkung auf die 
Prostaglandin-Synthetase genutzt. Sie binden den für die Produktion der Prostaglandine 
benötigten Sauerstoff an der Enzymtasche, was auf eine spezifisch, reaktive Toxizität in 
vivo hindeutet. Es resultiert eine verminderte Bildung an Prostaglandinen aus Arachidon-
säure. Dies bewirkt eine verringerte Auslösung u. a. von Schmerzen oder Fieber.144 Würde 
dieser Wirkmechanismus ebenso in Tetrahymena relevant sein, wäre es eine spezifische, 
reaktive Toxizität, die sich in einer Toxizitätserhöhung äußern würde. Da jedoch beide 
Substanzen im In-vitro-Bioassay narkotisch wirken, ist hier ein solcher Reaktionsmecha-
nismus weniger wahrscheinlich. Zugleich könnte es auf eine fehlende Prostaglandin Syn-
thetase in den Ciliaten schließen lassen.  
 
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass für die biologische Verfügbarkeit von organischen 
Säuren vermutlich der dissoziierte und undissoziierte Anteil berücksichtigt werden sollte. 
Allerdings handelt es sich bei Fall 3 um eine Modellvorstellung, um die biologische Ver-
fügbarkeit von Carbonsäuren abzuschätzen. Die Annahme über einen dissoziierten und 
undissoziierten Anteil der Carbonsäuren ist plausibel, da das tatsächliche toxikologische 
Profil (als log Te) der Carbonsäuren gut vorhergesagt werden kann. Dennoch ist diese Be-
urteilung nach Fall 3 nicht absolut.  
Plausibel bleibt auch, dass die Carbonsäuren an den pH-Werten 6, 7,2 und 8 vollständig 
dissoziieren. Damit würde Fall 2 gelten (Gleichung 2.13, Fall 2), da Fall 3 bisher nur eine 
Annahme darstellt und experimentell nicht bestätigt wurde. Gleichzeitig ist die vollstän-
dige Verfügbarkeit (keine Dissoziation) der Carbonsäuren an den pH-Werten nach Fall 1 
unwahrscheinlich.  
Es darf auch nicht vergessen werden, dass der Chemikalienstress (siehe Tabelle 4.2.2)  
immer in Konkurrenz zum Säurestress steht. In diesem Fall ist es wahrscheinlich, dass über 
den log Te-Wert nicht nur toxikologisch, relevante Reaktionsmechanismen sondern auch 
der pKs- und pH-abhängige Säurestress als Begleiterscheinung erfasst wird und bedacht 
werden muss. Lediglich für zwei Carbonsäuren ist eine Dominanz des Toxizitätsbeitrages 
durch Chemikalienstress denkbar.  
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Tabelle 4.2.2 Strukturalarme der Carbonsäuren 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Carbonsäuren zu erkennen, die im Bioassay aufgrund 
von Reaktionsmechanismen vermutlich erhöht toxisch sind, wurden für diese Strukturalarme ab-
geleitet. Zudem sind die log Te-Bereiche und die möglichen Reaktionsmechansimen, zusammenge-
fasst.  
Strukturalarm 
OH
O
R2
R1  OH
OH
O
OH
 
Substitution R1 = Br 
R2 = Br 
 
log Te-Bereich 4,11 0,74 
Reaktionsmechanismus - SN2-Reaktion 
- Säurestress 
- Redoxreaktion 
- nach enzymatischer Aktivierung:    
  Michael-Addition 
- Säurestress 
 
 
4.3 Quantifizierung aktiver Reduktasen 
Ein weiteres Interesse lag in der Quantifizierung einer enzymatischen Biotransformation 
der Fremdstoffe. So sollte der selektive Einfluss unbekannter Chemikalien auf anwesende 
Reduktasen und Esterasen charakterisiert werden, wobei in diesem Abschnitt die Ergeb-
nisse aktiver Reduktasen aus dem Zytotoxizitätstest MTT dargestellt sind. Die Resultate 
aus dem FDA-Test sind im folgenden Abschnitt 4.3 zusammengefasst.  
Ziel der Aktivitätsbestimmung war es, die ermittelte inhibierende Konzentration (log 
MTT) mit der effektiven Konzentration (log EC50) aus dem Wachstumshemmtest (WHT) 
zu vergleichen. Ergaben sich Unterschiede, sollte geklärt werden, ob die Ergebnisse aus 
dem MTT-Test aus einer alleinigen Enzymhemmung resultieren. Wenn ja, sollte auch hier 
die Toxizitätserhöhung (Te) bestimmt werden, um Strukturalarme aufzustellen.  
 
Narkosestoffe. Damit im Zuge des MTT-Tests das reaktiv-toxische Verhalten organischer 
Subtanzen ermittelt werden konnte, wurde auch eine Narkosegerade mit denselben Narko-
sestoffen erstellt, die bereits Grundlage für die Narkoselevel-Toxizität im WHT nach einer 
24-h- und 48-h-Exposition waren.68 Die Strukturen der ausgewählten Stoffe sind im 
Schema 4.3.1 aufgelistet, wobei die ermittelten Toxizitätsdaten der Tabelle 4.3.1 entnom-
men werden können. Des Weiteren ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse im Anhang. 
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 A B C 
1 OH 
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2 O H  
O
 
Cl
Cl
Cl  
3 O H  
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Cl
Cl
Cl
Cl  
4 OH O  
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5 OH Cl Cl
Cl
 
O
Br 
6 OH 
7 OH 
Schema 4.3.1 Strukturformeln der Narkosestoffe.  
(A1) Methanol, (A2) Ethanol, (A3) Butanol, (A4) Hexanol, (A5) Heptanol, (A6)   
Oktanol, (A7) Dodecanol, (B1) Aceton, (B2) 2-Butanon, (B3) 2-Pentanon, (B4) tert-
Butylmethylether, (B5) Trichlormethan, (C1) 1,4-Dimethylbenzol (p-Xylol), (C2) 
1,2,4-Trichlorbenzol, (C3) 1,2,3,4-Tetrachlorbenzol, (C4) Diphenylether, (C5) 4-
Bromdiphenylether. 
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Tabelle 4.3.1 Toxizität im MTT-Test  
Zuammengefasst sind die Ergebnisse aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen (log EC50 und log MTT in M) von 17 Narkosestoffen im WHT und im 
MTT-Test mit Tetrahymena pyriformis nach einer Exposition von 48 h. Vergleichend sind die Literaturwerte aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen 
nach einer 48-h-Exposition gegenüber Tetrahymena angegeben. Des Weiteren sind die Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (log Kow) und CAS-Num-
mern (Chemical Abstract Service) dargestellt.  
Substanz 
 
Nr. CAS log Kow a log Kawd fa b fs  b fges log EC50c
[48 h] 
log MTT c 
[48 h] 
log EC50 e 
[48 h] 
        [M] [M] [M] 
Narkosestoffe           
Methanol A1 67-56-1 −0,77 −3,67 0,01 0,03 0,04 −0,49 ± 0,10 −0,46 ± 0,14 −0,32 ± 0,01 
Ethanol A2 64-17-5 −0,31 −3,54 0,01 0,03 0,04 −0,93 ± 0,05 −0,96 ± 0,04 −0,55 ± 0,01 
Aceton A3 67-64-1 −0,24 −2,62 0,03 0,03 0,06 −1,24 ± 0,02 −0,95 ± 0,03 −0,86 ± 0,02 
2-Butanon B2 78-93-3 0,29 −2,49 0,04 0,03 0,07 −1,65 ± 0,04 −1,27 ± 0,14 −1,21 ± 0,02 
Butanol A3 71-36-3 0,88 −3,29 0,01 0,04 0,05 −1,95 ± 0,04 −1,82 ± 0,09 −1,62 ± 0,06 
2-Pentanon B3 107-87-9 0,91 −2,36 0,05 0,04 0,09 −2,03 ± 0,02 −1,76 ± 0,03 -- 
MTBE B4 1634-04-4 0,94 −0,996 0,57 0,04 0,61 −1,64 ± 0,19 −1,52 ± 0,03 −1,88 ± 0,04 
Trichlormethan B5 67-66-3 1,97 −0,837 0,65 0,05 0,70 −2,35 ± 0,01 −2,36 ± 0,02 −2,84 ± 0,05 
Hexanol A4 111-27-3 2,03 −3,03 0,01 0,05 0,06 −2,80 ± 0,02 −2,68 ± 0,02 −2,59 ± 0,03 
Heptanol A5 111-70-6 2,31 −2,90 0,02 0,06 0,08 −3,27 ± 0,02 −3,21 ± 0,06 −3,14 ± 0,04 
Oktanol A6 111-87-5 3,00 −2,78 0,02 0,09 0,11 −3,95 ± 0,06 −3,72 ± 0,57 −3,73 ± 0,02 
p-Xylol C1 106-42-3 3,15 −0,509 0,80 0,09 0,90 −3,37 ± 0,01 −3,39 ± 0,02 -- 
1,2,4-Trichlorbenzol C2 120-82-1 4,02 −0,987 0,57 0,17 0,74 −4,62 ± 0,02 −4,85 ± 0,01 −4,68 ± 0,05 
Diphenylether C4 101-84-8 4,21 −2,26 0,07 0,20 0,27 −4,70 ± 0,01 −4,57 ± 0,03 −4,91 ± 0,03 
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Substanz 
 
Nr. CAS log Kow a log Kawd fa b fs  b fges log EC50c
[48 h] 
log MTT c 
[48 h] 
log EC50 e 
[48 h] 
        [M] [M] [M] 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol C3 634-66-2 4,60 −1,11 0,50 0,27 0,77 −5,40 ± 0,07 −5,15 ± 0,05 −5,35 ± 0,05 
4-Bromdiphenylether C5 101-55-3 4,94 −2,64 0,03 0,35 0,38 −5,30 ± 0,01 −5,52 ± 0,02 −5,24 ± 0,04 
Dodecanol A7 112-53-8 5,13 −2,26 0,07 0,40 0,47 −5,22 ± 0,01 −5,24 ± 0,20 −5,16 ± 0,01 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die Fraktion fa entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der ent-
sprechenden Substanz bei 28 °C nach Gleichung 3.13 und fs der Fraktion durch Sorption gemäß Gl. 3.15. Die Summe des sich ergebenden Verlustes der Stoffe durch Sorption 
und Flüchtigkeit ist mit fges (fa+ fs) angegeben. c Der log ECହ଴ bzw. log MTT  [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive bzw. inhibierende Konzentration der Verbindung, 
die einen 50%igen Effekt auf das Wachstum (IC - Enzymhemmung) der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Der log Kaw als Luft/Wasser Verteilungskoeffizient 
berechent nach Gleichung 3.12. eQuelle: 48-h-Exposition aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen nach Schramm et al.68 
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In der Tabelle 4.3.1 sind sowohl die log EC50- und log MTT-Werte dieser Arbeit als auch 
die Literaturdaten von Schramm et al. für die Narkosestoffe zusammengefasst.68  
In der vorliegenden Arbeit ergab sich ein log EC50-Bereich von −0,49 für Methanol (Lite-
raturwert: log EC50 = −0,32; Methanol) bis log EC50 = −5,40 des 1,2,3,4-Tetrachlorbenzols 
(Literaturwert: log EC50 = −5,35; 1,2,3,4-Tetrachlorbenzol), wobei sich der log Kow-Be-
reich von −0,77 (Methanol) bis 5,13 (Dodecanol) erstreckt.  
Die größte toxische Wirkung mit log MTT = −0,46 hatte im MTT-Test Methanol, wohin-
gegen 4-Bromdiphenylether mit log MTT= −5,52 die kleinste inhibierende Konzentration 
verursacht. 
Um Unterschiede oder Gemeinsamkeiten in den EC50- und MTT-Werten der Narkosestoffe 
zu erkennen, wurden die Narkosegeraden vergleichend in einem Diagramm gegeneinander 
aufgetragen.68 Diese sind in der Abbildung 4.3.1 zusammengefasst.  
 
 
 
Abbildung 4.3.1 Narkoselevel-Toxizität im WHT und MTT 
Log EC50 bzw. log MTT [M] gegen log Kow im Bioassay Tetrahymena pyrifor-
mis nach 48-h-Inkubation. Für einen Vergleich der Narkoselevel-Toxizität im 
Wachstumshemmtest (WHT) und im Zytotoxizitätstest (MTT) (x) wurde zudem 
die Narkosegerade von Franziska Schramm (▲) und die in dieser Arbeit ermit-
telte Narkosegerade (○) nach 48 h aufgetragen. 
 
In der Abbildung 4.3.1 sind die log EC50- und log MTT-Werte gegen den log Kow-Wert 
aufgetragen. Für Methanol wurde sowohl der größte log EC50 von −0,49 als auch der 
größte log MTT-Wert von −0,35 bestimmt. Dahingegen ergab sich für 1,2,3,4-Tetrachlor-
benzol der kleinste log EC50 von −5,40 und für 4-Bromdiphenylether im MTT-Test der 
kleinste log MTT-Wert mit −5,27. Gut zu erkennen ist die Abhängigkeit zwischen der stei-
genden toxischen Wirkung der Narkosestoffe mit steigendem log Kow-Wert.  
log Kow
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2
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Ein Vergleich der Ergebnisse aus dem MTT-Test nach der 48-h-Exposition (Gleichung 
4.13) mit den WHT-Resultaten (Gleichung 4.14) ist zusammen mit der Narkosegerade aus 
der Literatur (Gleichung 4.15) nachfolgend zu sehen.68  
 
  log MTT48h  [M] = –0,86 (± 0,03) · log Kow – 1,03 (± 0,08)   (4.13) 
n= 16; r² = 0,98; rms = 0,21; 2
cvq = 0,98; rmscv = 0,24; F1,16 = 902,21 
 
  log ECହ଴ସ଼୦ [M] = –0,80 (± 0,03) · log Kow – 1,27 (± 0,10)   (4.14) 
n = 17; r² = 0,98; rms = 0,23; 2
cvq = 0,98; rmscv = 0,27; F1,15 = 532,02 
 
Nach Literaturangaben: 
 
  log ECହ଴ସ଼୦ [M] = –0,87 (± 0,02) · log Kow – 0,99 (± 0,08)   (4.15) 
n = 16; r² = 0,99; rms = 0,19; 2
cvq  = 0,99; rmscv = 0,23; F1,15 = 1215 ,92 
 
 
Für die Gleichungen wurden ähnliche Anstiege (ähnliche Sensitivität) der Regressionsge-
raden zwischen –0,87 und –0,80 berechnet. Zugleich zeigen die drei Regressionen eine 
vergleichbare Güte, dargestellt durch r2 (0,98 bzw. 0,99) sowie rms (0,19 bis 0,23). Die 
Ähnlichkeiten der Regressionsgeraden hinsichtlich der Empflindlichkeit und der Fehler-
grenzen zeigen, dass über die gewählten Versuchsbedingungen reproduzierbare Ergebnisse 
ermittelt werden. Allerdings ergaben sich im MTT-Test erst nach 48 h aussagekräftige 
Ergebnisse, im WHT dahingegen bereits nach 24 h (Ergebnisse nach 24 h für MTT-Test 
und WHT nicht gezeigt).  
Das würde bedeuten, dass eine Wachstumshemmung der Ciliaten schon nach 24 h erreicht 
wird, aber ausgewählte Enzymsysteme (Reduktasen) in diesem Zeitfenster noch aktiv sind 
bzw. nicht vollstänsig gehemmt sind. Leider kann aber nicht abschließend gesagt werden, 
ab wann die Enzymsysteme vollständig inaktiv werden (Hemmung bereits zwischen 24 
und 48 h, oder erst ab 48 h).  
Wird folglich Tetrahymena in seinem Wachstum gehemmt, gibt es einen Hinweis auf eine 
Reduktasehemmung. Da jedoch die Reduktasen vermutlich erst später inhibiert werden als 
das Wachstum, lässt eine Enzymhemmung nicht unmittelbar auf eine 1:1-Hemmung des 
Wachstums schließen.   
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4.4 Quantifizierung aktiver Esterasen 
Die Bioassay-Analyse sollte zudem die Bestimmung der Esteraseaktivität nach Fremd-
stoffexposition beinhalten (siehe Abschnitt 2.6.2). Erfolgt keine Enzyminhibierung, wird 
das farblose, unpolare Fluoresceindiacetat FDA durch aktive Esterasen in das rote 
Fluorescein hydrolytisch gespalten. Der Einfluss exogen zugeführter Chemikalien auf 
diese Enzyme wurde exemplarisch für vier Michael-Akzeptoren (MA) untersucht (Schema 
4.4.1) .  
 A B 
 H
O
R
13
2
 
1 
O 2N
O
 O
O
 
2 H
O
 Cl
O
 
Schema 4.4.1  Strukturformeln der untersuchten Michael-Akzeptoren 
 (A1) trans-4-Nitrozimtaldehyd, (A2) trans-Zimtaldehyd, (B1) trans-4-
 Methoxyzimtaldehyd, (B2) trans-4-Chlorzimtaldehyd 
 
 
Diese Aldehyde wurden auch zur Aktivitätsbestimmung der Reduktasen in Tetrahymena 
herangezogen. Um die Ergebnisse direkt miteinander vergleichen zu können, wurden die 
ermittelten log MTT-, log FDA-Werte und die log EC50-Werte der Wachstumshemmung in 
der Tabelle 4.4.1 zusammengefasst.  
 
Tabelle 4.4.1 Zusammenfassung der ermittelten log EC50- und log FDA-Werte Michael-
Akzeptoren. 
Zusammengefasst sind neben den Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten, log Kow, auch die 
Toxizitätswerte aus dem Wachstumshemmtest log EC50 [M], dem MTT-Test (logMTT) sowie über 
den FDA-Test ermittelten log FDA[M] der Michael-Akzeptoren nach 48 h im Bioassay mit Tetra-
hymena pyriformis 
Substanz log Kow log EC50   
[48 h] 
log MTT 
[48 h] 
log FDA 
[48 h] 
  [M] [M] [M] 
trans-4-Nitrozimtaldehyd −0,56 −3,80 ± 0,01 −3,66 ± 0,02 −3,62 ± 0,02 
Zimtaldehyd 1,90 −3,71 ± 0,004 −3,68 ± 0,01 −3,63 ± 0,02 
trans-4-Methoxyzimtaldehyd 1,93 −3,42 ± 0,01 −3,33 ± 0,01 −3,25 ± 0,01 
trans-4-Chlorzimtaldehyd 2,46  −4,04 ± 0,01 −4,03 ± 0,01 −3,98 ± 0,01 
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Analog zu den Ergebnissen des MTT-Tests und WHTs zeigte trans-4-Chlorzimtaldehyd 
nach Tabelle 4.3.1 auch im FDA-Test den größten Effekt mit log FDA = −3,98 auf die 
Ciliaten, wohingegen trans-4-Methoxyzimtaldehyd den kleinsten Effekt mit log FDA = 
−3,25 auslöste. Im direkten Vergleich der log FDA- und log EC50-Werte wurden ähnliche 
Werte bestimmt (r2 = 0,97, rms = 0,06; Gleichung 4.16, Abbildung 4.4.1).  
   
  log FDA48h = 1,12 (± 0,12) · log ECହସ଼୦ + 0,55 (± 0,44)   (4.16) 
   n = 5, r2 = 0,97, rms = 0,06 
  log EC50
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Abbildung 4.4.1 Vergleich des log FDA [M] mit dem log EC50 [M] 
Vergleich des log FDA [M] zur Bestimmung aktiver Esterasen mit dem log EC50 
[M] aus dem Wachstumshemmtest. 
 
 
Es ist aus Abbildung 4.4.1 offensichtlich, dass die untersuchten Stoffe an der 1:1-Linie 
liegen. Aber auch hier konnten erst nach einer 48-h-Exposition log FDA-Werte bestimmt 
werden.  
Analog zum MTT-Test ist es wahrscheinlich, dass über die Bestimmung der Esteraseakti-
vität nicht direkt eine Aussage über die Wachstumshemmung der Ciliaten getroffen wer-
den kann. Es ist eher denkbar, dass der WHT erste Hinweise auf einen möglichen Fremd-
stoffeinfluss auf die Enzymaktivität der Ciliaten und zusätzlich auf die Proliferation gibt. 
Es sind aber keine unmittelbaren Aussagen aus dem Enzymtest auf die Wachstumshem-
mungen möglich, da die Wachstumshemmung bereits vor einer vollständigen Enzyminhi-
bierung stattfindet. Allerdings sollten diese Vermutungen in Anbetracht der geringen 
Datenlage mit weiteren Substanzen bestätigt oder widerlegt werden. Bis dahin bleibt es 
fraglich, inwieweit sowohl der FDA-Test als auch der MTT-Test weitere Aussagen über 
den WHT hinaus liefern würden.  
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4.5 In-vitro-Toxizität infolge relevanter Reaktionsmechanismen 
Im folgenden Abschnitt soll auf die Bioassay-Analyse elektrophiler und proelektrophiler 
Substanzen eingegangen und deren Toxizität interpretiert werden.  
Des Weiteren war es von Interesse herauszufinden, inwieweit Fremdstoffe durch toxikolo-
gisch relevante Enzymsysteme im Ciliaten biotransformiert und damit beurteilt werden 
können.  
 
4.5.1 Enzymatische Biotransformation α,β-ungesättigter Alkohole 
Wie bereits im Abschnitt 2.4.1.1 und 2.5.2.1 erwähnt wurde, hat Tetrahymena vermutlich 
keine Alkoholdehydrogenase. Um dies zu bestätigen und die Anwendbarkeit des Bioassays 
zu überprüfen, wurde die Toxizität von proelektrophilen aliphatischen, α,β-ungesättigten 
Alkoholen bestimmt. Dadurch konnte die Toxizitätserhöhung berechnet werden. Um den 
Toxizitätsbereich der Alkohole abschätzen zu können, den die Alkohole nach Biotransfor-
mation haben müssten, wurden zudem aliphatische, α,β-ungesättigte Aldehyde untersucht.  
Nach dem Abschnitt 2.4.1.1 können aliphatische, α,β-ungesättigte Alkohole durch eine Al-
koholdehydrogenase metabolisch aktiviert werden. Die sich ergebenden Reaktionsprodukte 
sind bekannt für ihre schädlichen Effekte, allergischen Überempfindlichkeiten, 
Mutagenität oder auch Kanzerogenität.11  
Die hier untersuchten 2-Alken-1-ole, 2-Alkin-1-ole sowie Aldehyde sind im Schema 4.5.1 
zusammengefasst. Ihre log EC50-Werte aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen 
sind in Tabelle 4.5.1 dargelegt, wobei eine Zusammenfassung der kompletten Ergebnisse, 
inklusive der Anstiege jener Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen, dem Anhang zu ent-
nehmen sind.  
Um herauszufinden, inwiefern α,β-ungesättigte Alkohole gegenüber den Ciliaten tatsäch-
lich erhöht toxisch sind, wurden exemplarisch α,β-ungesättigte Aldehyde untersucht und 
die Ergebnisse verglichen. Untersucht wurde zum einen trans-Hexenal, trans-Heptenal und 
zum anderen trans-Zimtaldehyd. Alle drei Aldehyde sind für ihre Fähigkeit zur Michael-
Addition und zur Bildung einer Schiff´schen Base bekannt.145,146  
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Schema 4.5.1  Strukturformeln der untersuchten aliphatischen, ungesättigten Alkohole und 
Aldehyde. 
(A1) 3-Phenyl-2-propin-1-ol, (A2) trans-2-Hexen-1-ol, (A3) 4-Phenyl-3-butin-2-
ol, (A4) Zimtalkohol, (B1) trans-2-Hepten-1-ol, (B2) trans-2-Okten-1-ol, (B3) 1-
Okten-3-ol, (C1) trans-Hexenal, (C2) trans-Zimtaldehyd, (C3) trans-Heptenal 
 
 
Tabelle 4.5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse der α,β-ungesättigten Alkohole und Alde-
hyde. 
Zusammengefasst sind die Ergebnisse aus den Wachstumshemmtests, log EC50 [M], der neun 
aliphatischen α,β-ungesättigten Alkohole und der drei aliphatischen, α,β-ungesättigten Aldehyden 
mit den log Kow-Werten, den berechneten Fraktionen fa, fs als substanzspezifische Parameter und 
die berechneten Toxizitätserhöhungen log Te. a 
Verbindung Nr. log 
Kow 
fa b fs b fges log EC50 c 
[48 h] 
log Te e
[48 h] 
     [M]  
Alkohole        
3-Phenyl-2-propin-1-ol A1 1,34 0 0,04 0,05 −3,12  ±  0,10 0,93 
trans-2-Hexen-1-ol A2 1,61 0,01 0,04 0,05 −2,49  ±  0,04 0,05 
4-Phenyl-3-butin-2-ol A3 1,76 0 0,04 0,04 −3,34  ±  0,03 0,78 
Zimtalkohol A4 1,95 0 0,05 0,05 −3,36  ±  0,11 0,64 
trans-2-Hepten-1-ol B1 2,10 0,01 0,05 0,06 −2,98  ±  0,14 0,11 
trans-2-Okten-1-ol B2 2,59 0,02 0,07 0,09 −3,59  ±  0,04 0,28 
1-Okten-3-ol B3 2,60 0,02 0,07 0,09 −3,33  ±  0,03 0,02 
Aldehyde        
trans-Hexenal C1 1,58 0,06 0,04 0,10 −4,01 ± 0,02 1,61 
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Verbindung Nr. log 
Kow 
fa b fs b fges log EC50 c 
[48 h] 
log Te e
[48 h] 
     [M]  
trans-Zimtaldehyd  C2 1,90 0 0,05 0,05   −3,71 ± 0,004 1,06 
trans-Heptenal C3 2,07 0,08 0,05 0,13 −4,27 ± 0,02 1,42 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 er-
mittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entsprechenden Substanz bei 28 °C nach Glei-
chung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch 
fa und fs beschrieben (fges = fa+fs).c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der 
Verbindung, die einen 50%igen Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervor-
ruft. d Der Anstieg nach Hill entspricht dem Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. e Der log Te-Wert 
entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoselevel-Toxizität.68 
 
 
Aus der Tabelle 4.5.1 wird deutlich, dass die α,β-ungesättigten Aldehyde in einem 
Hydrophobiebereich von 1,58 (trans-Hexenal) bis 2,07 (trans-Heptenal) liegen. Deren log 
EC50-Werte erstrecken sich von −3,71 (trans-Zimtaldehyd) bis −4,27 (trans-Heptenal). Die 
Einordnung in die Toxizitätserhöhung ergab log Te-Werte von 1,06 (trans-Zimtaldehyd) 
bis 1,61 (trans-Hexenal). Während trans-Zimtaldehyd mit einem log Te-Wert um 1,06 im 
Grenzbereich zwischen einer erhöhten Toxizität und einer Narkosewirkung liegt, kann bei 
den zwei verbleibenden α,β-ungesättigten Aldehyden von einer Toxizitätserhöhung gegen-
über einer Narkoseerwartung ausgegangen werden. Damit sind sie reaktiver als ihre analo-
gen Alkohole trans-Hexen-1-ol, trans-Hepten-1-ol, respektive trans-Zimtalkohol (siehe 
Tabelle).  
Als α,β-ungesättigte Aldehyde können die Aldehyde durch ihre konjugierte Doppelbin-
dung zur C=O-Gruppe bevorzugt eine Michael-Addition am β-Kohlenstoffatom eingehen. 
Dies erklärt die Toxizitätserhöhung. Literaturangaben zufolge reagieren α,β-ungesättigte 
Aldehyde in Abhängigkeit ihres Substitutionsmusters leicht mit dem Modellnukleophil 
GSH via 1,4-Addition.11,147 Beispielsweise ergibt sich innerhalb von 120 min für trans-
Hexenal eine reaktive Konzentration 50 % (log RC50) von −3,12. 148  
 
Bei den Alkoholen wurden nach Tabelle 4.5.1 zwei phenylsubstituierte aber auch 2-Alken-
1-ole mit steigender Anzahl an Alkylgruppen untersucht. Für trans-2-Okten-1-ol wurde der 
größte Effekt (log EC50 = −3,59) auf das Wachstum der Ciliaten ermittelt, wohingegen sich 
für trans-2-Hexen-1-ol (log EC50 = −2,47) der kleinste Einfluss ergab. Der log Kow-Bereich 
erstreckt sich von 1,34 (3-Phenyl-2-propin-1-ol) bis 2,60 (1-Okten-3-ol). 
Um die Toxizitätserhöhung zu quantifizieren, wurde als Referenz die Narkoselevel-Toxi-
zität herangezogen (Abbildung 4.5.1).  
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Abbildung 4.5.1 Toxizität aliphatischer, ungesättigter Alkohole und Aldehyde 
Aufgetragen ist die Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charak-
ter log Kow der 2-Alken-1-ole (○). 2-Alkin-1-ole (●) und drei α,β-ungesättigten 
Aldehyde (●) im Bioassay Tetrahymena pyriformis. Die durchgezogene Linie 
repräsentiert die Narkoselevel-Toxizität, die gestrichelte Linie kennzeichnet die 
zehnfache Toxizitätserhöhung zur Narkoselevel-Toxizität.  
 
In Bezug auf die Referenzgerade wird aus der Abbildung 4.5.1 ersichtlich, dass die Alko-
hole höchstens zehnfach toxischer sind, als es nach der Narkose erwartet wird. 
Der 3-Phenyl-2-propin-1-ol zeigt mit einem log Te von 0,93 und einem log Kow um 1,34 
die größte Abweichung, wohingegen für den 1-Okten-3-ol (log Kow = 2,60) mit 0,02 die 
kleinste Toxizitätserhöhung berechnet wurde. Dementsprechend wirken alle untersuchten 
Alkohole nach dem Abschnitt 2.1.2 nicht reaktiv toxisch gegenüber Tetrahymena pyrifor-
mis, während trans-Hexen-1-ol, trans-Hepten-1-ol und 1-Okten-3-ol direkte Narkosewir-
kung zeigen. Verglichen zu den Aldehyden sind die Alkohole demnach narkotisch wirkend 
(Ausnahme: 3-Phenyl-2-propin-1-ol). 
 
Allerdings fällt in der Betrachtung der log Te-Werte auch auf, dass das 3-Phenyl-2-propin-
1-ol (log Te = 0,93) und das 4-Phenyl-3-butin-2-ol (log Te = 0,78), wenn auch geringfügig, 
die größten Abweichungen zur erwarteten Narkose aufweisen. Demnach wäre ein alterna-
tiver Reaktionsweg möglich, wobei weitere Substanzen diesen Befund bestätigen müssten.  
Nach March et al. sind Alkene und Alkine zu einer elektrophilen Addition befähigt, da 
diese Strukturen durch die Mehrfachbindung in erster Linie elektronenreich sind.149,150 
Eine Elektrophilie könnte jedoch bei geeigneter Substitution dominieren. Beispielsweise 
polarisiert im 3-Phenyl-2-propin-1-ol sowie im 4-Phenyl-3-butin-2-ol die Phenylsubstitu-
tion infolge des –I-Effekts die entsprechende Mehrfachbindung leicht positiv (Schema 
4.5.2). Dadurch kann die α-Stellung zum hydroxylierten C-Atom des 3-Phenyl-2-propin-1-
ols bzw. des  4-Phenyl-3-butin-2-ols nukleophil (Nu−) angegriffen werden.  
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Schema 4.5.2  Nukleophile Addition am 3-Phenyl-2-propen-1-ol. 
Eine nukleophile Addition an die Dreifachbindung des 3-Phenyl-2-propen-1-ols 
führt zu einer Alkylierung nukleophiler Biomoleküle (Nu−). Dabei ist eine nukleo-
phile Addition am Kohlenstoffatom 2 gegenüber Position 3 begünstigt. 
 
Hierbei wird der Angriff am Kohlenstoffatom 2 gegenüber dem Kohlenstoffatom 3 ver-
mutlich begünstigt, da letzteres infolge eines Phenyl-Rest sterisch abgeschirmt ist. Des 
Weiteren ist es denkbar, dass durch den –I-Effekt des Phenylrestes eine Elektronenver-
schiebung zum Phenylring erfolgt und durch die Mesomerie einen nukleophilen Angriff 
am Kohlenstoffatom 2 ermöglicht.  
Diese Mechanismen sind für die verbleibenden α,β-ungesättigten Alkohole mit Alkylsub-
stitution weniger wahrscheinlich. Die Anwesenheit der Alkylgruppen führt durch deren +I-
Effekt zu einer Erhöhung der Elektronendichte und verhindert damit eine nukleophile Ad-
dition an die Mehrfachbindung.  
Neben den möglichen Reaktionsmechanismen der Alkohole mit Phenylrest kann deren 
erhöhte Toxizität aufgrund einer metabolischen Aktivierung durch ADH nicht vollständig 
ausgeschlossen aber auch nicht bestätigt werden.  
 
Die Ergebnisse der aliphatischen 2-Alken-1-ole und 2-Alkin-1-ole deuten darauf hin, dass 
Tetrahymena pyriformis wahrscheinlich keine ADH hat, um toxikologisch relevante Sub-
stanzen zu aktivieren. Als Übersicht sind in Tabelle 4.5.2 die theoretisch denkbaren 
Strukturalarme der untersuchten α,β-ungesättigten Alkohole und Aldehyde angegeben.  
Damit wäre die Anwendung des Bioassays in dieser Hinsicht limitiert. Allerdings kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass eine Aktivitätssteigerung über ADH bei α,β-ungesät-
tigten Alkoholen mit Phenyl-Rest erfolgt. Jene Verbindungen wiesen eine geringfügig hö-
here Toxizitätserhöhung auf. Aufgrund der geringen Datenlage und der Ergebnisse kann 
keine eindeutige Aussage über eine vorhandene ADH gemacht werden, um die Anwend-
barkeit von Tetrahymena für ADH-abhängige Fremdstoffe zu prüfen.  
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Tabelle 4.5.2 Strukturalarme der α,β-ungesättigter Alkohole und Aldehyde 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Alkohole und Aldehyde zu erkennen, wurden 
mögliche Strukturalarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-
Bereichen und den Reaktionsmechanismen, zusammengefasst.  
Strukturalarm 
R
OH
1
23  
R2 OH
R1
1
2
3
 
H
O
R 1
2
3
 
Substitution R = C3H7, C6H5, C4H9, 
C4H11 
R1 = C6H5 
R2 = CH3, H 
R = C3H7, C6H5, C4H9 
log Te-Bereich 0,05 ... 0,64 0,78 ... 0,93 1,06 ... 1,61 
Reaktionsmechanismus -- (Nukleophile Addition) Michael-Addition 
 
 
4.5.2 α,β-ungesättigte Carbonylverbindungen  
Nach dem Abschnitt 2.4 sind α,β-ungesättigte Carbonylverbindungen elektrophil und zu 
einer Michael-Addition oder zu weiteren Reaktionen wie einer Redoxreaktion oder Epoxi-
dierung nach entsprechender Biotransformation befähigt. Der mögliche Toxizitätsbeitrag 
der α,β-ungesättigten Carbonylverbindungen durch diese Reaktionsmechanismen sollte im 
In-vitro-Ansatz interpretiert werden.  
Es wurden ausgewählte Vertreter der Stoffklassen der 1,4-Benzochinone und der 1,2-Ben-
zopyrone (≡ Cumarine) im Bioassay analytisch untersucht und gleichzeitig die Anwend-
barkeit des In-vitro-Ansatzes zur Vorhersage der Toxizität dieser Substanzen überprüft. 
Die Substanzen sind im Schema 4.5.3 zusammengefasst, wobei die log EC50- und log Te-
Werte der Tabelle 4.5.3 entnommen werden können. Eine Zusammenfassung der Ergeb-
nisse, mit den ermittelten Hillanstiegen der Stoffe ist im Anhang.  
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Schema 4.5.3  Chemische Strukturen der α,β-ungesättigten Carbonylverbindungen  
(A1) 2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon, (A2) 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon, (A3) 
2-Methoxy-1,4-benzochinon, (A4) 1,4-Benzochinon, (A5) 2-Methyl-1,4-benzochi-
non, (B1) 2-Chlor-1,4-benzochinon, (B2) 2,5-Dichlor-1,4-benzochinon, (B3) 2,5-
Dimethyl-1,4-benzochinon, (B4) 1,4-Benzochinon-dioxim, (C1) 3-Aminocumarin, 
(C2) 3-Hydroxycumarin, (C3) 3-Acetylcumarin, (C4) Cumarin-3-carbonsäure, 
(C5) Dihydrocumarin, (D1) 7-Hydroxycumarin, (D2) 6-Nitrocumarin, (D3) Cuma-
rin, (D4) 7-Methoxycumarin, (D5) 3-Chlorcumarin. 
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Tabelle 4.5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse α,β-ungesättigter Carbonylverbindungen.  
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Wachstumshemmung log EC50 [M] der Benzochinone und Cumarine nach einer 24-h-und 48-h-Exposition, mit den log 
Kow-Werten, den berechneten Fraktionen fs, fa und fges als substanzspezifische Parameter sowie die berechnete Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung Nr. log Kow log Kawf fa b fs b fges b log EC50 c 
[24 h] 
log Tee 
[24 h] 
log EC50 
[48 h] 
      [M]  [M] 
Benzochinone         
2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon   A1 −1,12 −3,95 0 0,03 0,03 −2,83 ± 0,02 2,85 −3,05 d 
2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon  A2 −0,06 −7,50 0 0,03 0,03 −5,52 ± 0,08 4,59 −4,99 d 
2-Methoxy-1,4-benzochinon  A3 0,04 −7,34 0 0,03 0 −4,89 ± 0,03 3,86 -- 
1,4-Benzochinon  A4 0,20 −7,18 0 0,03 0 −5,22 ± 0,02 4,05 −5,33 d 
2-Methyl-1,4-benzochinon  A5 0,72 −6,99 0 0,03 0 −5,70 ± 0,10 4,06 −5,41 d 
2-Chlor-1,4-benzochinon  B1 0,84 −7,33 0 0,03 0 −4,96 ± 0,03 3,22 −5,58 d 
2,5-Dichlor-1,4-benzochinon  B2 1,23 −7,49 0 0,04 0 −5,40 ± 0,03 3,31 −5,61 d 
2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon  B3 1,28 −6,80 0 0,04 0 −5,30 ± 0,06 3,17 −5,16 d 
1,4-Benzochinon-dioxim  B4 1,49 −7,73 0 0,04 0 −3,82 ± 0,15 1,50 -- 
Cumarine          
3-Aminocumarin  C1 0,10 −3,39 0,00 0,03 0,03 −3,47 ± 0,20 2,39 -- 
3-Hydroxycumarin  C2 0,63 −6,85 0,01 0,03 0,04 −3,87 ± 0,05 2,31 -- 
3-Acetylcumarin  C3 0,79 −8,79 0,00 0,03 0,03 −3,50 ± 0,12 1,80 -- 
Cumarin-3-carbonsäure  C4 0,82 −2,84 0,00 0,03 0,03 −3,87 ± 0,09 2,15 -- 
3,4-Dihydrocumarin  C5 0,97 −7,45 0,02 0,03 0,05 −3,05 ± 0,07 1,19 -- 
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Verbindung Nr. log Kow log Kawf fa b fs b fges b log EC50 c 
[24 h] 
log Tee 
[24 h] 
log EC50 
[48 h] 
      [M]  [M] 
7-Hydroxycumarin  D1 1,03 −5,89 0,00 0,04 0,04 −3,32 ± 0,25 1,41 -- 
6-Nitrocumarin  D2 1,33 −3,50 0,00 0,04 0,04 −3,58 ± 0,05 1,40 -- 
Cumarin  D3 1,51 −4,72 0,00 0,04 0,05 −3,02 ± 0,05 0,68 -- 
7-Methoxycumarin  D4 1,59 −3,61 0,00 0,04 0,04 −3,44 ± 0,09 1,02 -- 
3-Chlorcumarin                                D5 2,01 −3,39 0,00 0,05 0,05 −3,49 ± 0,57 0,70 -- 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entspre-
chenden Substanz bei 28 °C nach Gleichung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch fa und fs beschrieben (fges = 
fa+fs). c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis 
GL hervorruft. d Literaturwert nach Schultz et al.56 e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoselevel-Toxizität.68 f Der log Kaw als Luft/Wasser 
Verteilungskoeffizient berechent nach Gleichung 3.12. 
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Nach Tabelle 4.5.3 ist es offensichtlich, dass für die α,β-ungesättigten Carbonylverbindun-
gen log EC50-Werte von −2,83 (2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon) bis −5,70 (2-Methyl-1,4-
benzochinon) bestimmt wurden. Der log Kow-Bereich deckt Werte von −1,12 (2,5-Dihyd-
roxy-1,4-benzochinon) bis 2,01 (3-Chlorcumarin) ab. Um die Interpretation der Ergebnisse 
zu erleichtern, erfolgt in Anbetracht der strukturellen Unterschiede der einzelnen Substanz-
klassen eine separate Beurteilung (Benzochinone und Cumarine) ihrer toxischen Potenti-
ale.  
 
Benzochinone. Benzochinone sind infolge einer Oxidation aus aromatischen Strukturen 
abgeleitete Diketone, wobei die Doppelbindungen konjugierte, olefinische Gruppen reprä-
sentieren.  
Als ubiquitär in der Natur vorkommende Verbindungen sind die Chinone Bestandteil in 
Pflanzen, in Pilzen, in Bakterien aber auch in der Atmungskette von Wirbeltieren.151 Dar-
über hinaus werden sie großtechnisch als Farbstoffe zum Beispiel in Haarfärbungen oder in 
der Fotoindustrie eingesetzt.  
Schnell wurde erkannt, dass sie aufgrund ihrer Reaktionsmechanismen als Arzneimittel 
z. B. in Form von Zytostatika oder Chemotherapeutika angewendet werden können.152 Als 
Reaktionsmechanismen sind vermutlich die Michael-Addition und die Redoxreaktion be-
deutsam, die das human- und ökotoxikologische Profil erklären könnten.  
 
Die vorliegende Bioassay-Analyse ergab für das 2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon (log EC50 
= −2,83) die größte Wirkung gegenüber Tetrahymena pyriformis und für 2-Methyl-1,4-
benzochinon mit einem log EC50 von −5,70 den kleinsten Effekt. 
Aus der Tabelle 4.5.1 ist ersichtlich, dass die absolute Toxizität als EC50 nicht mit dem log 
Kow-Wert steigt: 2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon hat die größte effektive Konzentration 
bei gleichzeitig kleinstem log Kow-Wert. Dahingegen wurde für 1,4-Benzochinon-dioxim 
trotz des größten log Kow-Wertes nicht der größte toxische Effekt (log EC50 = −3,82) be-
stimmt.  
Um den Toxizitätsbeitrag der Benzochinone gegenüber der Narkoseerwartung bestimmen 
zu können und Strukturalarme abzuleiten, folgte eine Einordnung der Stoffe in die Toxizi-
tätserhöhung. Diese ist in der Abbildung 4.5.2 graphisch dargestellt.  
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Abbildung 4.5.2 Toxizität 20 α,β-ungesättigter Carbonylverbindungen 
Aufgetragen ist die Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charakter 
log Kow von 20 α,β-ungesättigter Carbonylverbindungen im Ciliaten-Bioassay bei 
einer Expositionszeit von 24 h. Die schwarze Linie repräsentiert die Narkosele-
vel-Toxizität, die gestrichelte Linie soll die Abgrenzung des log Te-Wertes ab 1 
verdeutlichen, wobei die teilweise gestrichelte Linie (-..-) den Bereich log Te-Wert 
über 1 zeigt. Die 1,4-Benzchinone sind als (●), die Cumarine in Form von (○) 
dargestellt.  
 
 
Nach der Abbildung 4.5.2 sind alle Benzochinone gegenüber der Narkosegeraden im 
Bioassay erhöht toxisch. Sie zeigen bis auf 1,4-Benzochinon-dioxim ein toxisches Poten-
tial, das mindestens 100fach höher ist, als es anhand der Narkosegeraden erwartet wird.  
2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon (log Kow = −0,06) hat mit einem log Te = 4,59 die größte 
Abweichung zur Narkoseerwartung, gefolgt von 2-Methyl-1,4-benzochinon (log Te = 4,06; 
log Kow = 0,72) und 1,4-Benzochinon (log Te = 4,05; log Kow = 0,20). Dahingegen konnte 
für das 1,4-Benzochinon-dioxim ein log Te-Wert von 1,50 bei einem log Kow-Wert um 1,49 
ermittelt werden. Somit sind alle untersuchten Benzochinone im In-vitro-Ansatz erhöht 
toxisch. Dies verdeutlicht, dass der Bioassay für eine Vorhersage der erhöhten Toxizität 
der Chinone verwendet werden kann. Um die Wirkstärke dieser Stoffe zu verstehen, ist 
eine Klärung ihrer möglichen Reaktionsmechanismen nötig. Hierfür ist die Grundstruktur 
der untersuchten Benzochinone im Schema 4.5.4 dargestellt.  
Aus dem Schema 4.5.4 wird deutlich, dass es sich bei den Benzochinonen um α,β-ungesät-
tigte Carbonylverbindungen handelt, die ungeachtet einer Substitution eine symmetrische 
Grundstruktur aufweisen.  
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Schema 4.5.4 Nukleophile Angriffspunkte am 1,4-Benzochinon.  
Die Pfeile verdeutlichen die nukleophilen Angriffspunkte elektrophilen  1,4-Benzo-
chinon 
 
Diese Symmetrie garantiert für nukleophile, endogene Moleküle vier potentielle Angriffs-
punkte: Unter Beachtung einer jeweiligen Carbonylgruppe ist jeder Kohlenstoff der C=C-
Doppelbindungen das entsprechende β-Kohlenstoffatom. Diese könnten durch den Elek-
tronenzug der Carbonylgruppen partiell positiv geladen sein. Damit ermöglicht es eine 
kovalente Bindungsknüpfung. Bedingt durch diese resonanzstabilisierende Verteilung der 
positiven Ladung stellen Benzochinone nach dem Pearson´schen HSAB-Konzept weiche 
Elektrophile dar, die bevorzugt 1,4-Additionen mit weichen Nukleophilen wie Thiol-
Gruppen (u. a. in Cystein oder GSH) eingehen.25, 153  
Wird eine der vier Positionen besetzt, ist eine Michael-Addition weniger wahrscheinlich. 
Elektronenliefernde Gruppen wie Alkyl- oder Methoxy-Gruppen wirken hier reaktions-
hemmend, da sie die partielle positive Ladung verringern (Schema 4.5.5).50  
Daher sinkt die Wirkstärke in der Reihenfolge 2-Methyl-1,4-benzochinon, 1,4-Benzochi-
non, 2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon bis zum 2,3,5,6-Tetramethyl-1,4-benzochinons (Duro-
chinon) bei gleichzeitig steigender Hydrophobie (siehe Tabelle 4.5.4).  
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Schema 4.5.5  Grundstruktur ausgewählter Benzochinon-Derivate 
In Abhängigkeit der Substitution nimmt die reaktive Toxizität der folgenden 
Benzochinon-Derivate ab: R1, R2, R3, R4 = H 1,4-Benzochinon, R1 = CH3, R2, 
R3, R4 = H 2-Methyl-1,4-benzochinon, R1, R3 = CH3, R2, R4 = H 2,5-Dimethyl-
1,4-benzochinon, R1, R2, R3, R4 = CH3 Durochinon.  
 
 
Das erwähnte Durochinon wurde aus der Literatur im 40-h-Bioassay mit Tetrahymena py-
riformis vergleichend hinzugezogen.56 Die Toxizitätserhöhung des Durochinons wurde 
über die Narkosegerade berechnet, die im selben Labor wie der EC50 bestimmt wurde.154  
Mit zunehmender Alkylierung am Benzochinon sinkt die Anzahl nukleophiler Angriffs-
punkte, gleichzeitig steigt die sterische Behinderung durch die Alkylgruppen vor allem am 
Durochinon.  
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Das würde bedeuten, dass als Reaktionsmechanismus eine Michael-Addition mit 
steigender Alkyl-Substitution erschwert ist und die Toxizitätserhöhung der Benzochinone 
mit steigender Alkylgruppenanzahl sinkt. Die Toxizitätserhöhung relativ zur Narko-
segerade ist in Tabelle 4.5.4 angegeben.   
 
Tabelle 4.5.4 Vergleichswerte für ausgewählte Benzochinone.  
Vergleich der Ergebnisse der  1,4-Benzochinone aus dieser Arbeit mit dem Literaturwert des Duro-
chinons in Verbindung mit dessen log Kow, sowie deren effektiven Konzentrationen log EC50 [M], 
zur Berechnung der Toxizitätserhöhung log Te 
Verbindung CAS log Kowa log EC50b 
[24 h] 
log Tec
   [M] [24 h] 
1,4-Benzochinon 106-51-4 0,20 −5,20   4,04 c 
2-Methyl-1,4-benzochinon 553-97-9 0,72 −5,70  4,06 c 
2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon 137-18-8 1,28 −5,29  3,16 c 
Durochinon 527-17-3 2,23 −4,25 d 1,43 e  
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 er-
mittelt. b Der log EC50 [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die 
einen 50%igen Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. c Der log Te-
Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoseerwartung.68 d Literaturwert nach Schultz et 
al.. 56 e Berechnung der Toxizitätserhöhung nach log EC50 = −0,723 · log Kow – 1,21 aus demselben Arbeits-
kreis, in dem der log EC50 des Durochinons bestimmt wurde.154 
 
 
In der Tabelle 4.5.4 sind die log EC50-Werte und die log Te-Werte für die vier oben 
erwähnten Benzochinone angegeben. Den kleinsten log EC50-Wert von −5,70 und den 
größten log Te-Wert von 4,06 weist 2-Methyl-1,4-benzochinon auf, wohingegen für Duro-
chinon der größte log EC50 von −4,25 und der kleinste log Te-Wert von 1,43 ermittelt 
wurde. Somit sind alle vier Benzochinone im In-vitro-Ansatz erhöht toxisch. Dies ist plau-
sibel: Alkyl-Gruppen stellen in einem Additions-Eliminierungs-Mechanismus wie der Mi-
chael-Addition schlechte Abgangsgruppen dar und ein alternativer Reaktionsmechanismus 
wird denkbar. Als cyclische Diketon-Strukturen können Benzochinone einer enzymab-
hängigen Redox-Reaktion unterliegen. Dies wurde bereits im Abschnitt 2.4.1.3, Schema 
2.4.7 näher erläutert. Daher kann es wahrscheinlich sein, dass mit zunehmender sterischer 
Komplexität und in Abhängigkeit der Anzahl und Art der Substituenten die Dominanz 
einer Micheal-Addition abnimmt und eine Redoxreaktion als Reaktionsmechanismus 
überwiegt. Dies würde den kleineren log Te-Wert des Durochinons erklären. Demzufolge 
würde eine Toxizitätserhöhung im log Te-Bereich von 1 bis max. 2 darauf hin deuten, dass 
als Reaktionsmechanismus bei Benzochinon-Derivaten eine Redoxreaktion gegenüber 
einer möglichen Michael-Addition dominiert.  
Die geringere toxische Wirkung des Durochinons entspricht auch der hepatischen 
Toxizität, die in der Literatur beschrieben wird.155  
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Durch den photometrisch gemessenen hepatischen Glutathion-Verbrauch in Anwesenheit 
von 1,4-Benzochinons, 2-Methyl-1,4-benzochinons, 2-Methoxy-1,4-benzochinons, 2,5-
Dimethyl-1,4-benzochinons sowie von Durochinons wurde eine Reaktion der Chinone mit 
GSH vermutet. Dabei verursachten Chinone bis auf Durochinon einen Abfall der GSH-
Konzentration.  
Das toxische Potential dieser Benzochinone wurde in katalaseinsuffizienten Zellen unter-
sucht. Auch hier stieg mit zunehmender Alkylierung der Chinone der GSSG-Spiegel an. 
Jene Katalaseinsuffizienz bedingt nach Abschnitt 2.4.2 einen intrazellulären Anstieg an 
H2O2. Eigentlich fängt die Katalase das H2O2 ab, dass u. a. im Zuge einer Redoxreaktion 
oder einer Disproportionierung von O2
.− gebildet wird. Um sich vor einer zu hohen H2O2-
Konzentration durch die Katalaseinsuffizienz zu schützen, ist u. a. GSH nötig. GSH wird 
zu GSSG oxidiert und gleichzeitig Wasserstoffperoxid zu Wasser reduziert. Die Zunahme 
des GSSG verdeutlicht, dass bei den zunehmend alkylierten Chinonen nicht die Michael-
Addition dominiert, sondern die Redoxreaktion (Abfang der gebildeten ROS durch GSH, 
Schema 2.4.7).  
Nach der Überlegung, dass elektronenliefernde Substituenten reaktionshemmend sind, 
würde es auch auf eine geringere reaktive Toxizität des 2-Methoxy-1,4-benzochinon hin-
deuten. Verglichen zum 1,4-Benzochinon weicht 2-Methoxy-1,4-benzochinon geringer 
von der Narkoseerwartung (log Te = 3,86) ab. Anders sieht es für das 2,6-Dimethoxy-1,4-
benzochinon aus. Das 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon (log Te = 4,59) ist bei gleichzeitig 
höherem hydrophilen Charakter toxischer als 1,4-Benzochinon. Vermutlich ist hier ein 
anderer Reaktionsmechanismus toxikologisch relevant (Schema 4.5.6).  
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Schema 4.5.6  Reaktion des 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinons in wässriger Lösung. 
Alternativer toxikologisch relevanter Reaktionsmechanismus des 2,6-Dimethoxy-
1,4-benzochinons im vorliegenden, wässrigen Medium nach Aptula et al.. 49  
 
 
Nach Schema 4.5.6 weist die Struktur des 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinons in Nachbar-
schaft der zwei Methoxy-Gruppen zwei olefinische C=C-Gruppen und zwei Carbonyl-
Gruppen auf. Dadurch repräsentiert es eine Enol-Ether-Struktur. Es ermöglicht einen SN2-
artigen Angriff eines Nukleophils über eine Etherspaltung an der ersten Methoxy-
Gruppe.49 Dieser alternative Reaktionsmechanismus ist trotz der eigentlich schlechten 
CH3-Abgangsgruppe plausibel, da sich durch die Abspaltung der CH3-Gruppe eine stabile 
vinyloge Struktur bildet. Daher ist beim 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon die SN2-artige 
Reaktion zur Auslösung der erhöhten Toxizität wahrscheinlich.  
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Darüber hinaus ist es denkbar, dass das 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon chemisch anders 
verfügbar ist als das 2-Methoxy-1,4-benzochinon: Der Ansatz der Chemoverfügbarkeit 
beschreibt die Fähigkeit eines Stoffe, mit endogenen nukleophilen Molekülen zu reagieren, 
wobei diese chemische Reaktionsfähigkeit von den physikochemischen Stoffparametern 
wie log Kow oder die Wasserlöslichkeit abhängt.23 Nach dieser Modellvorstellung ist eine 
hydrophobe Verbindung durch dessen bessere Akkumulationseigenschaften in die 
biologische Membran chemisch weniger verfügbar und vermindert die Wahrscheinlichkeit 
zu toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen mit endogenen Molekülen. Eine 
hydrophilere Verbindung wie das 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon hingegen akkumuliert 
nur schwer in die Zellmembran. Damit wäre sie für eine Reaktion mit nukleophilen 
Biomolekülen in einer höheren Konzentration chemisch verfügbar.  
Für das 2,5-Dihydroxybenzochinon wurde als direktes Benzochinon-Derivat der kleinste 
log Te-Wert bei 2,85 bestimmt. Im Hinblick auf die zwei Hydroxy-Gruppen liegt das 2,5-
Dihydroxybenzochinon mit den Dissoziationskonstanten von pܭୱଵ = 2,73 und pܭୱଶ = 5,18 
am vorliegenden pH-Wert 7,2 des Bioassays nach dem Schema 4.5.7 dissoziiert vor.156  
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Schema 4.5.7 Dissoziation des 2,5-Dihydroxybenzochinon 
 Dissoziation des 2,5-Dihydroxybenzochinons im vorliegenden Bioassay bei pH 7,2. 
 
 
Durch die Dissoziation des 2,5-Dihydroxybenzochinons liegt eine Verbindung vor, die die 
negative Ladung mesomeriestabilisiert und einen nukleophilen Angriff durch Biomoleküle 
erschwert. Daher wird vermutet, dass die reaktive Toxizität des 2,5-Dihydroxybenzochi-
nons nicht durch einen toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismus ausgelöst wird. 
Wahrscheinlicher ist, dass durch die Protonenabgabe (über die Pufferkapazität des Medi-
ums) der pH-Wert sinkt. Dies verursacht bei den Ciliaten einen wachstumshemmenden 
Säurestress, da wahrscheinlich die Aktivität von Enzymen, stoffwechselabhängigen Prote-
inen und von Transportproteinen vermindert wird. 
2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon zeigte ebenso im In-chemico-Ansatz gegenüber GSH eine 
geringe Reaktivität.157 Im Modellansatz wird die Reaktion zwischen dem Modell-
nukleophil GSH und dem Elektrophil hier 2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon photometrisch 
mit 5´-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesäure) (Ellmans Reagenz, DTNB) bei 412 nm vermessen 
und die Geschwindigkeitskonstante kGSH bestimmt.158 2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon mit 
kGSH von 0,102 L·mol−1·min−1 wurde als wenig reaktiv gegenüber GSH eingestuft. Im 
Gegensatz dazu haben die Chinone 1,4-Benzochinon (kGSH = 1940362 L·mol−1·min−1), 2-
Methoxy-1,4-benzochinon (kGSH = 932941 L·mol−1·min−1), 2-Methyl-1,4-benzochinon 
(kGSH = 781878 L·mol−1·min−1), 2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon (kGSH = 21049 
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L·mol−1·min−1) sowie 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon (kGSH = 2357 L·mol−1·min−1) eine 
um mindestens vier Größenordnungen höhere Geschwindigkeitskonstante als das 2,5-
Dihydroxy-1,4-benzochinon. 
 
Um nicht nur auf den Toxizitätsbeitrag von elektronenliefernden Substituenten einzugehen, 
wurden Benzochinone mit elektronenziehenden Substituenten untersucht. Allerdings zeigt 
sich sowohl für 2-Chlor-1,4-benzochinon (log Kow = 0,84, log Te = 3,22) als auch für 2,5-
Dichlor-1,4-benzochinon (log Kow = 1,23, log Te = 3,31) der Einfluss der Hydrophobie: 
Trotz des hohen lipophilen Charakters und der damit verbundenen höheren Ak-
kumulationswahrscheinlichtkeit in die Zellmembran weisen beide chlorierten Benzochi-
none eine erhöhte Toxizität auf. Infolge ihrer erhöhten Toxizität wäre neben einer Hydro-
lyse (4,17 · 1023 d) eine Michael-Addition sowie eine SN2-Reaktion denkbar.111 Allerdings 
ist die angesprochene Michael-Addition aufgrund der sterischen Komplexität des 
Chlorsubstituenten nur auf der dem Chlor abgewandten Seite wahrscheinlich. Demzufolge 
ist SN2-Reaktion am 2,5-Dichlor-1,4-benzochinon weniger bedeutsam und es dominiert 
vermutlich die Michael-Addition.  
Eine SN2-Reaktion ist dann möglich, wenn der nukleophile Angriff in ipso-Position zum 
Chlorsubstituenten erfolgt (Schema 4.5.8).  
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Schema 4.5.8  SN2-Reaktion des 2-Chlor-1,4-benzochinons 
SN2-Reaktion des 2-Chlor-1,4-benzochinons unter ipso-Angriff eines endogenen 
Nukleophils (Nu−) unter Abgabe von Cl−. 
 
Es wird deutlich, dass die Wirkstärke der Benzochinone im In-vitro-Ansatz über die log 
Te-Bestimmung und im In-chemico-Ansatz über die Reaktivitätsbestimmung interpretiert 
werden kann. Gegenüber Tetrahymena pyriformis wirkten die Benzochinone erhöht to-
xisch. Ihre erhöhte Toxizität ergibt sich vermutlich in Abhängigkeit zum Substitutions-
muster durch eine Vielzahl an toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen. Durch 
diese Vielzahl an potentiellen Wirkmechanismen ist eine eindeutige Zuordnung der aus-
gelösten Toxizität zu einem Reaktionsmechanismus nicht möglich. Die Ergebnisse können 
auf eine direkte Reaktivität durch zugrunde liegende Reaktionsmechanismen hinweisen, 
aber auch auf eine enzymatisch bedingte Aktivitätssteigerung durch die Ausbildung von 
ROS.  
Da die Toxizitätserhöhung der Benzochinone vom Substitutionsmuster abhängt, wurde ein 
möglicher Trend der sich ergebenden Reaktivitäten (als log Te-Werte) in Verbindung mit 
möglichen Strukturalarmen tabellarisch zusammengetragen (Tabelle 4.5.5).  
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In der Spalte Reaktionsmechanismen sind die im Bioassay toxikologisch relevanten 
Mechanismen angegeben, wobei die vermutlich dominierenden fett unterlegt sind. Die 
anderen können je nach Substitutionsmuster aber nicht vollständig ausgeschlossen werden.  
 
Tabelle 4.5.5 Strukturalarme Benzochinone 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Benzochinone zu erkennen, wurden mögliche Struk-
turalarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den Re-
aktionsmechanismen (fett: dominierender Reaktionsmechanismus), zusammengefasst.  
Strukturalarm O
O
R1
R2
 
O
O
R1R2
 
O
O
R1
R2
 
O
O
R1
R3 R2
R4
 
Substitution R1,R2 = H 
R1,R2 = CH3 
R1 = OCH3; R2 = H 
R1 = CH3, R2 = H 
R1,R2 = OCH3 
 
R1 = Cl; R2 = H 
R1; R2 = Cl 
 
R1,R2, R3, R4 = CH3 
 
log Te-Bereich 3,17 ... 4,06 4,59 3,22 ... 3,31 1,5 
Reaktionsmecha-
nismus 
Michael-Addition 
Redoxreaktion 
SN2-artige Reak-
tion 
Michael-Addition 
Redoxreaktion 
SN2-Reaktion  
Hydrolyse 
Michael-Addition 
Redoxreaktion 
Redoxreaktion 
 
 
 
Cumarine. Als weitere Vertreter der α,β-ungesättigten Carbonylverbindungen wurden 
Cumarine im Bioassay analytisch auf ihre Wirkstärke untersucht.  
Cumarine weisen eine Carbonyl-Gruppe auf und werden endozyklische Ester, die zusätz-
lich mit einem Benzolring substituiert sind, genannt. Sie werden als Aromastoff (Wald-
meister) verwendet oder sind Bestandteil in Bedarfsgegenständen wie Seifen, Zahnpasta 
oder Haarprodukten. 159,160 In der Natur kommen Cumarine vor allem in der Tonkabohne, 
im Ackerklee und im Öl des Zimtkassias vor. Darüber hinaus haben diese inneren Ester 
ihren Weg in die Medizin gefunden, wo sie gegen Lymphödeme, Lungenkrebs oder bei 
Leberkarzinomen eingesetzt werden.  
Die untersuchten Cumarine sind im Schema 4.5.3 zusammengefasst und deren Toxizi-
tätswerte können der Tabelle 4.5.3 (Seite 107) entnommen werden. Zehn Vertreter der 
Cumarine wurden während der Diplomarbeit von Nicole Voigt untersucht.161 Nach der 
Tabelle 4.5.3 liegen die log EC50-Werte zwischen −3,02 und −3,87. Sowohl Cumarin (log 
EC50 = −3,02; log Kow = 1,51) als auch 3,4-Dihydrocumarin (log EC50 = −3,05; log Kow = 
0,97) hatten den kleinste Effekt auf die Wachstumshemmung der Ciliaten.  
Dahingegen inhibierten die Cumarin-3-carbonsäure (log EC50 = −3,87; log Kow = 0,82) und 
das 3-Hydroxycumarin (log EC50 = −3,87; log Kow = 0,63) das Wachstum am größten. 
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Insgesamt decken die Cumarine einen Hydrophobiebereich von 0,10 (3-Aminocumarin) 
bis 2,01 (3-Chlorcumarin) ab. 
Um in Anlehnung an die Narkoseerwartung das reaktive Verhalten zu quantifizieren, 
wurde der log Te-Wert berechnet. Die sich ergebenden Toxizitäterhöhungen sind in der 
Abbildung 4.5.2, Seite 110, graphisch dargestellt. 
Nach Abbildung 4.5.2 und Tabelle 4.5.3 ist es offensichtlich, dass nicht alle Cumarine er-
höht toxisch sind. Für das Cumarin (log Kow-Wert = 1,51) wurde der kleinste log Te-Wert 
mit 0,68 berechnet. Damit wirkt es im Bioassay narkotisch. Diese Klassifizierung gilt 
ebenso für das 7-Methoxycumarin und das 3-Chlorcumarin.  
Die größte Entfernung zur erwarteten Narkose mit einem log Te von 2,39 und dem 
kleinsten log Kow-Wert von 0,10 hat das 3-Aminocumarin. Es ist erhöht toxisch, was auf-
grund eines toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismus erklärt werden könnte. Als 
organische Amino-Verbindung sind pKs-Werte von 1,00 und 3,22 bekannt. Somit liegt 3-
Aminocumarin unter den Bioassay-Bedingungen nicht protoniert vor. 162,163,144  
Damit ist die NH2-Gruppe für eine enzymatische Oxidation zum reaktiven Hydroxylamin 
frei zugängig, wobei dieser Mechanismus eingangs im Abschnitt 2.4.1.4 erläutert wurde. 
Dieser Mechanismus aus Abschnitt 2.4.1.4 ist vermutlich gegenüber einer möglichen Mi-
chael-Addition am Kohlenstoffatom 4 (Schema 4.5.9) aber auch gegenüber einer 1,2-Addi-
tion an der Carbonylgruppe vorzuziehen.  
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Schema 4.5.9  Michael-Addition am Beispiel des 3-Aminocumarins 
Der Michael-Donor, das Nukleophil (Protein-SH), greift über eine 1,4-Addition 
den β-Kohlenstoff des Michael-Akzeptors, hier das 3-Aminocumarin, an und führt 
zu einer Sulfonierung dieser α,β-ungesättigten Carbonylverbindung. 
 
Nach dem Schema 4.5.9 wäre eine 1,4-Addition des Cumarins am Kohlenstoffatom 4 
prinzipiell möglich. Allerdings wird diese Stellung durch die NH2-Gruppe zum einen 
sterisch abgeschirmt und zum anderen übt der +M-Effekt der Amino-Funktion einen 
elektronenschiebenden Effekt aus und ist reaktionshemmend.  
Abgesehen vom 3-Aminocumarin sind das 3-Acetylcumarin und die Cumarin-3-car-
bonsäure erhöht toxisch. Die Cumarin-3-carbonsäure kann infolge einer Dissoziation der 
Carboxyl-Gruppe Protonen abgeben und säuert das Medium an. Das kann intrazellulär zur 
Verringerung des pH-Wertes führen (Säurestress). Als Folge könnten Funktionsstörungen 
von Enzymen, von Proteinen oder auch von Ionenpumpen im Ciliaten auftreten.  
3-Acetylcumarin ist erhöht toxisch, da es gleich zwei Positionen aufweist, die für eine 
Schiff´sche Base zur Verfügung stehen: Als innerer Ester hat 3-Acetylcumarin eine α-
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Pyron-Struktur und eine exocyclische Carbonylverbindung. Dies würde eine Reaktion mit 
endogenen Amino-Funktionen nach dem Schema 4.5.10 ermöglichen. Allerdings ist ein 
nukleophiler Angriff an der Carbonyl-Gruppe der Estergruppe weniger wahrscheinlich, da 
durch die Estergruppe diese Carbonyl-Gruppe elektronenreicher ist. Ein nukleophiler 
Angriff könnte daher auch zu einer Ringöffnung an der Estergruppe führen. 
 
O O
O
NH2 Protein
O N
Protein
O
− H2O
NH2 Protein
− H2O O N
Protein
N-Protein
 
Schema 4.5.10  Bildung einer Schiff´schen Base am Beispiel des Cumarins 
Das Cumarin kann aufgrund der Carbonyl-Gruppe mit endständigen nukleophilen 
Amino-Gruppen eines Proteins (Protein-NH2) über eine Iminbildung reagieren 
und so zu einer Alkylierung des Proteins führen. 
 
 
Diese Fähigkeit zur Bildung einer Schiff´schen Base ist ebenso am 3-Hydroxycumarin 
denkbar. Hier ist die Bildung einer Schiff´schen Base an der C=O-Gruppe des inneren Es-
ters wahrscheinlich und erklärt die erhöhte Toxizität im Bioassay. 164 Als Hydroxy-Verbin-
dung liegt es durch den pKs-Wert von 8,24 beim physiologischen pH 7,2 undissoziiert 
vor. 137 Das ermöglicht eine Keto-Enol-Tautomerie mit der olefinischen Bindung (Schema 
4.5.11). Spekualtiv kann sich eine binäre Diketon-Verbindung bilden, die an beiden Keto-
Gruppen eine Schiff´sche Base eingeht, oder auch zur Ringöffnung an der Estergruppe 
führt. 
O O
OH
O O
O
NH2 Protein
NH2 Protein
O N-Protein
N-Protein
−H2O
 
Schema 4.5.11  Bildung einer Schiff´schen Base am Beispiel des 3-Hydroxycumarins 
Das 3-Hydroxycumarin kann nach entsprechender Keto-Enol-Tautomerie auf-
grund beider Carbonyl-Gruppen mit endständigen nukleophilen Amino-Gruppen 
eines Proteins (Protein-NH2) über die Bildung einer Schiff´schen Base reagieren 
und so zu einer Alkylierung des Proteins führen. 
 
Neben diesen toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen beschreiben Born et al., 
dass sich am 3-Hydroxycumarin durch eine Ringöffnung der reaktive o-Hydroxyphe-
nylacetaldehyd (o-HPA) bilden könnte. Der denkbare Reaktionsmechanismus ist im 
Schema 4.5.12 dargestellt.  
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Schema 4.5.12   Metabolismus des 3-Hydroxycumarins 
Ringöffnung des 3-Hydroxycumarins, wobei sich als reaktives Intermediat der o-
Hydroxyphenylacetaldehyd (o-HPA) bilden kann.160 
 
Dieser Aldehyd ist womöglich, wie das Diketon im Schema 4.5.11, an einer Bildung der 
Schiff´schen Basen beteiligt.164,165 Daher ist die erhöhte Toxizität des 3-Hydroxycumarins 
vermutlich eine Summe seiner möglichen Reaktionsmechansimen.  
 
Für die Bedeutung des Bioassays wird klar, dass Tetrahymena pyriformis prinzipiell 
eingesetzt werden kann, um die direkte reaktive Toxizität von Cumarinen zu beurteilen. 
Nach dieser Interpretation sind die Cumarin-Derivate im Bioassay direkt reaktiv toxisch 
ohne metabolische Aktivierung. Es ist aber auch bekannt, dass Cumarine in Abhängigkeit 
der Spezies bzw. des Testorganimus metabolisch aktiviert werden. Durch die anwesende 
C=C-Doppelbindung kann es nach Abschnitt 2.4.1.2 mithilfe des CYP-450 epoxidiert wer-
den. Allerdings vermindert der Schritt der Epoxidierung im gleichen Zuge eine mögliche 
Michael-Addition oder die Bildung einer Schiff´schen Base.  
In Wirbeltieren konnte nachgewiesen werden, dass Cumarin an der Position 3 und 4 epoxi-
diert wird (Schema 4.5.13). Bei anwesenden Epoxidhydrolasen kann sich eine Hydroxylie-
rung anschließen. Dieser Weg der Hydroxylierung stellt einen Entgiftungsweg dar, der sich 
auch mit der Narkosewirkung des Cumarins gegenüber den Ciliaten deckt.160 
O O
O O
O
O O
OH
O O
OH
O O
OH
[O]
[O]
+Epoxidhydrolase
 
Schema 4.5.13  Oxidation des Cumarins 
Im Schema ist die Oxidation des Cumarins unter der Bildung der intermediären 
Epoxid-Derivate und anschließend der Hydroxy-Derivate dargestellt, wobei im 
Zuge der Hydroxylierung durch Epoxidhydrolasen ungiftige Metabolite gebildet 
werden können, die ausgeschieden werden. Modifiziert nach Lake et al.. 
 
Durch anwesende Epoxidhydrolasen ist es ebenso denkbar, dass über das Epoxidinterme-
diat ein Diol gebildet wird. Des Weiteren weist das Epoxid eine partielle elektrophile Po-
sition auf und könnte über Ringöffnung, z. B. mit nukleophilen Biomolekülen wie GSH 
(Schema 4.5.13 und Schema 4.5.14), reagieren.  
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Schema 4.5.14   Bildung Cumarinmerkaptursäure  
Reaktion des GSH mit Cumarin über die Bildung der Cumarinmerkaptursäure am 
Beispiel der Bildung des Zwischenproduktes 4-Hydroxycumarinmerkaptur-
säure.166 SR repräsentiert den verbleibenden Cysteinrest des Glutathions.  
 
Ist der Gehalt des GSH über die Bildung der Cumarinmerkaptursäure soweit aufgebraucht, 
wird das überschüssige Cumarin (über die Bildung des Cumarinepoxids) biologisch nicht 
mehr abgefangen.166 Es können weitere toxikologisch relevante Bindungen mit nukleophi-
len, endogenen Molekülen wie Proteinen oder DNS folgen. Demnach müsste das unsub-
stituierte Cumarin in Abhängigkeit von der Entgiftungskapazität der Ciliaten toxikologisch 
interessant sein und ein gewisses Potential zur erhöhten Toxizität gegenüber den Ciliaten 
aufweisen. Allerdings wirkt Cumarin gegenüber Tetrahymena pyriformis narkotisch. Das 
lässt vermuten, dass in den Ciliaten kein CYP-450 enthalten ist, um das Cumarin in eine 
reaktive Form umzuwandeln. Diese Erkenntnis aus der vorliegenden Bioassay-Analyse 
würde die Resultate von Fukushima et al.38,39 bestätigen, die im Abschnitt 2.4.1.2 erwähnt 
wurden. Danach enthält der Einzeller eventuell kein Cytochrom P-450, wenngleich es für 
die Atmung die bedeutsamen Cytochrom-Oxidasen und die Cytochrome C-553, B-560, C-
548 und A-620 besitzt.74,75 
Es verdeutlicht, dass eine enzymatische Biotransformation proelektrophiler Verbindungen 
speziesabhängig ist. Zeigt aber auch auf, dass die eingesetzte In-vitro-Methode an dieser 
Stelle der ökotoxikologischen Bewertung an ihre Grenzen stößt. Durch das mögliche Feh-
len der Enzymfamilie CYP-450 in Tetrahymena kann nicht eindeutig festgestellt werden, 
welche exogen zugeführten Substanzen tatsächlich CYP-450-abhängig aktiviert werden 
und damit toxikologisch relevant sind. Zudem kann eine sonst ablaufende CYP-450-ab-
hängige Substanzaktivierung mit weiteren enzymatischen Oxidationen konkurrieren. Auch 
dann könnten reaktive Metabolite gebildet werden. Inwieweit keine CYP-450-abhängige 
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Substanzaktivierung erfolgt oder eben nur weitere enzymbedingte Oxidationen dominie-
ren, sollte an anderen Stoffklassen in der folgenden Diskussion untersucht werden.  
Aus der Wirkstärke der Cumarine kann geschlussfolgert werden, dass Tetrahymena als ITS 
womöglich nur zur Beurteilung der direkten Reaktivität der Cumarine durch zugrunde lie-
gende Reaktionsmechanismen wie einer Michael-Addition oder der Bildung einer 
Schiff´schen Base angewendet werden kann.  
Um das toxische Profil der Cumarine gegenüber Tetrahymena zu verdeutlichen, wurden 
die erhaltenen log Te-Werte in Tabelle 4.5.6 zusammengefasst. Ein sich ergebender log Te-
Trend infolge toxikologisch relevanter Reaktionsmechanismen ist in der Tabelle 4.5.6 an-
hand von Strukturalarmen gezeigt. Auch bei den Cumarinen ergaben sich Konkurrenzre-
aktionen, vor allem zwischen einer Michael-Addition und der Bildung einer Schiff´schen 
Base. Die mögliche Dominanz eines Reaktionsmechanismuses bei entsprechender Substi-
tution ist mit fettgedrucktem Text gezeigt.  
 
Tabelle 4.5.6 Strukturalarme Cumarine 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Cumarine zu erkennen, wurden mögliche Struk-
turalarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den 
toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen zusammengefasst. Der Reaktionsmechanismus 
der für die jeweilige Struktur wahrscheinlich dominiert, ist fett gedruckt.   
Strukturalarm 
O O
R1
R2
R3
 O O
R1
R2
R3
 O O
R1
R2
R3
 
Substitution R1 = NH2; OH; COCH3  
R2;  R3 = H 
R1; R3  = H, R2 = 
OH;OCH3 
R1; R2;  R3 = H 
R1 = Cl  
R2;  R3 = H 
log Te-Bereich 1,80 ... 2,39 0,68 ... 1,41 0,70 
Reaktionsmechanismus Schiff´sche Base 
Michael-Addition 
Michael-Addition Hydrolyse  
 
 
4.5.3 Elektronenüberschussaromaten 
Wie soeben dargelegt wurde, kann der In-vitro-Ansatz mit Tetrahymena pyriformis einge-
schränkt eingesetzt werden, um die toxische Wirkung von Benzochinonen und Cumarinen 
zu beurteilen. Jene Toxizität ergibt sich durch relevante zum Teil dominierende Reakti-
onsmechanismen, die überwiegend ohne enzymatische Aktivierung ablaufen. Für die er-
höhte Toxizität der Benzochinone und Cumarine gegenüber den Ciliaten wird eine domi-
nierende Bildung einer Schiff´schen Base oder einer Michael-Addition angenommen. Die 
Tendenz zum letzteren Reaktionsmechanismus ist ebenso bei Heterozyklen wahrscheinlich 
und soll nachfolgend mithilfe von Bioassaybefunden mechanistisch interpretiert werden.  
In der Gruppe der heterozyklischen Elektronenüberschussaromaten wurden exemplarisch 
Vertreter der Furane und Thiophene ökotoxikologisch untersucht. Ihre Strukturen sind im 
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Schema 4.5.15 zusammengefasst. Die EC50-Werte aus den Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen und die log Te-Werte sind in der Tabelle 4.5.7 aufgelistet, aber auch dem An-
hang zu entnehmen. Das toxikologisch interessante Ausmaß der Elektronenmangel-
aromaten wird indes im Abschnitt 4.5.4 reaktionsmechanistisch diskutiert.  
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Schema 4.5.15  Strukturen der Furane und Thiophene.  
(A1) 5-Nitro-2-furfurylalkohol, (A2) 2-Furfurylalkohol, (A3) 5-Nitro-2-furoyl-
chlorid, (A4) 2-Furfural, (B1) 2-Furoylchlorid, (B2) 2-Furancarbonsäure, (B3) 2-
Nitrofuran, (B4) 5-Nitro-2-furancarbonsäure, (B5) 5-Nitro-2-furaldehyd, (C1) 
Thiophen-2-carbaldehyd, (C2) Thiophen-2-carbonylchlorid, (C3) 5-Nitrothio-
phen-2-carbaldehyd, (C4) 2-Nitrothiophen, (C5) Thiophen-2-carbonsäure, (C6) 
Thiophen. 
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Tabelle 4.5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der Furane und Thiophene.  
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Wachstumshemmung log EC50 [M] der neun Furane und sechs Thiophene nach einer 24-h-Exposition, mit den log Kow-
Werten, den berechneten Fraktionen fs, fa und fges als substanzspezifische Parameter sowie die berechnete Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung Nr. log Kow log Kawe fg b fs b fges b log EC50 c [24 h] log Te d 
      [M] [24 h] 
Furane         
5-Nitro-2-furfurylalkohol A1 0,26 −4,93 0 0,03 0,03 −4,17 ± 0,06 2,95 
2-Furfurylalkohol A2 0,28 −7,33 0 0,03 0,03 −2,24 ± 0,03 1,00 
5-Nitro-2-furoylchlorid A3 0,38 −4,58 0 0,03 0,03 −3,81 ± 0,02 2,48 
2-Furfural A4 0,41 −3,18 0,01 0,03 0,04 −3,39 ± 0,06 2,03 
2-Furoylchlorid B1 0,56 −2,18 0,08 0,03 0,11 −3,72 ± 0,03 2,23 
2-Furancarbonsäure B2 0,64 −5,26 0 0,03 0,03 −2,67 ± 0,17 1,11 
2-Nitrofuran B3 0,66 −3,00 0,01 0,03 0,04 −4,12 ± 0,06 2,54 
5-Nitro-2-furancarbonsäure B4 0,81 −7,65 0 0,03 0,03 −2,91 ± 0,11 1,20 
5-Nitro-2-furaldehyd B5 1,01 −5,57 0 0,04 0,04 −4,52 ± 0,05 2,63 
Thiophene         
Thiophen-2-carbaldehyd C1 1,02 −3,46 0 0,04 0,04 −3,10 ± 0,03 1,19 
Thiophen-2-carbonylchlorid C2 1,26 −2,47 0,04 0,04 0,08 −3,84 ± 0,14 1,72 
5-Nitrothiophen-2-carbaldehyd C3 1,35 −5,86 0 0,04 0,04 −5,00 ± 0,02 2,80 
2-Nitrothiophen C4 1,55 −3,28 0,01 0,04 0,05 −3,79 ± 0,10 1,41 
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Verbindung Nr. log Kow log Kawe fg b fs b fges b log EC50 c [24 h] log Te d 
      [M] [24 h] 
Thiophen-2-carbonsäure C5 1,57 −5,54 0 0,04 0,04 −2,41 ± 0,01 0,01 
Thiophen C6 1,81 −0,89 0,63 0,05 0,68 −2,83 ± 0,16 0,22 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entspre-
chenden Substanz bei 28 °C nach Gleichung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch fa und fs beschrieben (fges = 
fa+fs). c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis 
GL hervorruft. d Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoselevel-Toxizität.68 e Der log Kaw ist der Luft/Wasser Verteilungskoeffizient berechnet 
nach Gleichung 3.12. 
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Heterozyklus Furan. Die in dieser Arbeit untersuchten Furane und Nitrofurane waren Teil 
der von mir betreuten Diplomarbeit von Nicole Voigt sowie der Studienarbeit von Olaf 
Sill.161,167  
Es wurden Furane herangezogen, die nach Tabelle 4.5.7 in einem log Kow-Bereich von 0,26 
(5-Nitro-2-furfurylalkohol) bis 1,01 (5-Nitro-2-furaldehyd) liegen.  
Der untersuchte Furfurylalkohol hat mit einem log EC50 von −2,24 (log Kow = 0,28) die 
größte und der 5-Nitro-2-furaldehyd die kleinste absolute Toxizität mit log EC50 = −4,52 
gegenüber den Ciliaten. Der 5-Nitro-2-furaldehyd hat im Bioassay nicht nur den größten 
Effekt, es weist auch den größten log Kow–Wert (1,01) auf, obwohl es in Bezug auf die 
Narkoselevel-Toxizität erhöht toxisch ist. Der log Te-Wert ist um 2,63. Die erhöhte Toxi-
zität der Furane bezogen auf die erwartete Narkosewirkung ist in der Abbildung 4.5.3 ver-
deutlicht.  
 
 
 
Abbildung 4.5.3 Toxizität der Furane und Thiophene 
Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charakter log Kow von neun 
Furanen (●) und sechs Thiophenen (○) im Bioassay Tetrahymena pyriformis bei 
einer Exposition von 24 h. Die durchgezogene Linie repräsentiert die Narkosele-
vel-Toxizität, die gestrichelte Linie soll den Bereich des log Te-Wertes um 1 ver-
deutlichen.  
 
Aus der Tabelle 4.5.7 und der Abbildung 4.5.3 ist erkennbar, dass sieben der neun 
untersuchten Furane erhöht toxisch sind. Dabei zeigt 5-Nitro-2-furfurylalkohol die größte 
Toxizitätserhöhung mit 2,95 (log Kow= 0,26). Für 2-Furfurylalkohol wurde der kleinste log 
Te-Wert von 1,00 (log Kow = 0,28) ermittelt. 2-Furfurylalkohol wird zusammen mit 2-
Furancarbonsäure als narkotisch wirkend eingestuft, wenngleich ihre analogen Nitro-Ver-
bindungen toxisch erhöht sind. 
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Insgesamt fällt auf, dass prinzipiell alle Nitrofurane eine größere Abweichung zur Narko-
selevel-Toxizität zeigen als ihre analogen Vertreter ohne Nitro-Substitution.  
Um den reaktiven Einfluss der Nitro-Gruppe erklären zu können, wurde die erhöhte Toxi-
zität des Nitrofurans mit Literaturdaten des Furans verglichen.168 Hierfür wurde die Toxizi-
tätserhöhung des Furans über den Literatur-EC50-Wert im 40-h-Ciliatenbioassay mithilfe 
der Narkoselevel-Toxizität nach Schultz et al. (hier auch Bestimmung EC50) berechnet.154  
Es ergibt sich für Furan ein log Te-Wert von –0,83, wohingegen für das Nitrofuran ein log 
Te-Wert von 2,54 berechnet wurde. Demnach scheint die Reaktivität des Nitrofurans durch 
andere toxikologisch relevante Reaktionsmechanismen getrieben zu sein, als sie beim 
Furan gegeben sind: Als fünfgliedrige Elektronenüberschussaromaten sind an der Ausbil-
dung des aromatischen Charakters zum einen die π-Elektronen der vier Kohlenstoffatome 
beteiligt. Zum anderen besitzt das Heteroatom Sauerstoff zwei freie Elektronenpaare und 
steuert zum aromatischen Charakter ein freies Elektronenpaar bei. Dadurch stehen fünf 
delokalisierte p-Orbitale zur Verfügung (Schema 4.5.16). Diese können miteinander 
überlappen und machen das elektronenüberschüssige Sextett des Aromaten aus.149 Zudem 
verbleibt am Heteroatom ein freies Elektronenpaar, welches senkrecht zum Ringsystem im 
sp2-Hybridorbital steht. Somit ist es nicht an der Überlappung beteiligt.27  
 
X
 
Schema 4.5.16 Überlappung der p-Orbitale heterozyklischer 5-Ringsysteme  
Schematische Darstellung der Überlappung der p-Orbitale heterozyklischer 5-
Ringsysteme nach March et al.. X kann hier das Sauerstoffatom der Furane oder 
den Schwefel der Thiophene repräsentieren. Wobei in dieser Abbildung das sp2-
Hybridorbital des entsprechenden Heteroatoms, welches senkrecht zum p-Orbital 
des Heteroatoms steht, nicht dargestellt ist.149 
 
Allerdings ist das Furan, verglichen zum später diskutierten Thiophen (Resonanzenergie: 
121 kJ/mol (29 kcal/mol)), weniger aromatisch. In Anbetracht der in der Literatur angege-
benen Resonanzenergien mit 67 kJ/mol (16 kcal/mol) für Furan weist es eine geringe 
Aromatizität auf.149,169 Die Literatur-Skalierung über den Grad der Aromatizität wurde 
über den Bird-Index IA (Bezugsverbindung Benzol) und der Bestimmung der Reso-
nanzenergien (Delokalisierungsenergien) ermittelt.169 Hierbei wurden die Bindungslängen 
und die Bindungsanzahl zur Bestimmung des IA berücksichtigt.  
Demnach stellen Furane Enolether-Strukturen dar. Als solche können sie aufgrund des ver-
minderten aromatischen Charakters (geringere Stabilität) und ihrer π-Elektronen als elek-
tronenreiche, konjugierte Alkene angesehen werden.  
Ergebnisse und Diskussion  127 
 
Ist zusätzlich ein elektronenziehender Substituent anwesend, wirkt dessen Elektronenzug 
dem elektronenschiebenden Charakter des endozyklischen Sauerstoffatoms entgegen. Dies 
erleichtert zum Beispiel eine Michael-Addition am Nitrofuran und erhöht dessen reaktives 
Potential (Schema 4.5.17).168 Durch den –I- und –M-Effekt der Nitro-Gruppe wird eine 
Elektronenverschiebung und damit eine Resonanzstabilisierung am β-C-Atom (schwarze 
Pfeile) oder γ-C-Atom (rote Pfeile) des Ringsystems begünstigt und erleichtert vermutlich 
einen nukleophilen Angriff. 
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Schema 4.5.17 Michael-Addition der 2-Nitrofuran-Derivate 
Michael-Addition nukleophiler Biomoleküle (Nu−H) mit 2-Nitrofuran-Derivaten 
am Beispiel des 2-Nitrofurans. Durch den Elektronenzug der Nitro-Gruppe kommt 
es am aromatischen Ringsystem zu einer Verringerung der Elektronendichte. Es 
wird ein nukleophiler Angriff begünstigt. Ein möglicher nukleophiler Angriff am 
β-C-Atom und der nachfolgenden Elektronenverteilung ist mit schwarzen Pfeilen 
bzw. ein nukleophiler Angriff am γ-C-Atom ist mit roten Pfeilen gekennzeichnet.  
 
Im Schema 4.5.17 ist jedoch nicht dargestellt, dass durch die anwesende Nitro-Funktion 
und der prinzipiellen aromatischen Grundstruktur der Furane eine enzymabhängige Redox-
reaktion denkbar wäre. Eine Redoxreaktion aromatischer Nitroverbindungen kann durch 
anwesende Nitroreduktasen erfolgen. Dieser Mechanismus wurde bereits im Abschnitt 
2.4.1.4 näher erläutert.  
Verglichen zum Furfural hat 5-Nitro-2-furaldehyd einen höheren log Te-Wert, da am 5-
Nitro-2-furaldehyd die NO2-Funktion vermutlich reaktionssteigernd ist. Wahrscheinlich 
verringert die NO2-Gruppe die Elektronendichte im System und ermöglicht aber auch eine 
Redoxreaktion. 
Bezogen auf die resultierende Elektronenverringerung ist eine Michael-Addition begüns-
tigt. Nach Schema 4.5.18 erleichtern der Elektronenzug und die vorliegende Aldehyd-
Gruppe (wie am Furfural) einen nukleophilen Angriff an β-Position. Dabei wird die Car-
bonyl-Gruppe der Aldehyd-Funktion in die Alkylierung involviert.  
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Schema 4.5.18 Michael-Addition am 5-Nitro-2-furaldehyd 
Michael-Addition nukleophiler Biomoleküle (Nu−H) mit 5-Nitro-2-furaldehyd. 
Durch den Elektronenzug der Aldehyd-Gruppe kommt es am β-Kohlenstoffatom 
im aromatischen Ringsystem zu einer Verringerung der Elektronendichte und be-
günstigt einen nukleophilen Angriff. 
 
Das Involvieren der Carbonyl-Gruppe in die Michael-Addition entspricht auch dem reakti-
ven Verhalten des 2-Furfurals. Hierbei ist die Substanz gegenüber Tetrahymena geringfü-
gig weniger toxisch (log EC50 = −3,39), als es gegenüber Pimephales promelas (log LC50 = 
−3,67) ermittelt wurde. 170 Darüber können Furanstrukturen mit einer Aldehyd-Gruppe 
Schiff´sche Base bilden (Schema 2.2.1, Abschnitt 2.2). Diese Interaktion mit endogenen 
Nukleophilen wird für deren Potential zur Auslösung von Atemwegserkrankungen be-
schrieben.171 
Der Einfluss einer Nitro-Substitution wird auch am 2-Furfurylalkohol erkennbar. Das 5-
Nitro-2-furfurylalkohol hat einen log Te-Wert von 2,95. Es ist damit eine Größenordnung 
stärker erhöht toxisch als der 2-Furfurylalkohol (log Te = 1,00), wenngleich der 2-Furfu-
rylalkohol nach König et al. proelektrophil ist. Demnach wäre eine enzymatische Aktivie-
rung durch eine Alkoholdehydrogenase denkbar und damit eine Biotransformation.172 Das 
sich im Schema 4.5.19 ergebende 2-Furfural könnte eine Schiff´sche Base bilden.  
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O
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Schema 4.5.19   Enzymatische Oxidation von 2-Furfurylakohol  
Bei entsprechender Aktivität der Alkoholdehydrogenase kann der 2-Furfurylal-
kohol in das toxikologisch relevante 2-Furfural oxidiert werden.172  
 
Somit müsste der 2-Furfurylalkohol bei entsprechender enzymatischer Aktivierung ähnlich 
erhöht toxisch sein, wie der 2-Furfural. Allerdings weist die Narkosewirkung darauf hin, 
dass Tetrahymena wahrscheinlich nicht über eine solche Enzymfamilie verfügt. Diese In-
terpretation über die fehlende ADH-Ausstattung wurde bereits bei der toxikologischen 
Bioassay-Auswertung der α,β-ungesättigten Alkohole im Abschnitt 4.5.1 diskutiert. Auch 
die α,β-ungesättigten Alkohole wirkten narkotisch. Somit ist die Anwendbarkeit des Bioas-
says vermutlich für die proelektrophilen Stoffe begrenzt, die vor allem über ADH metabo-
lisch aktiviert werden.  
Dahingegen ist ein Einfluss der NO2-Gruppe auf die Elektronendichte und auf mögliche 
Redoxeigenschaften in der 5-Nitro-2-furancarbonsäure weniger wahrscheinlich. 
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Bedeutsamer als die zuvor beschriebenen Reaktionsmechanismen ist womöglich das 
Absinken des pH-Wertes von 7,2 durch die Dissoziation dieser Carbonsäuren. Dies 
resultiert in einem log Te-Wert von 1,20.  
Um den Einfluss der Säurestärke nicht nur an der 2-Furancarbonsäure und der 5-Nitro-2-
furancarbonsäure zu berücksichtigen, wurde im Rahmen der Studienarbeit von Olaf Sill die 
pH-Änderung des Mediums durch die Einwirkung des 2-Furoylchlorids und des 5-Nitro-2-
furoylchlorid untersucht. Da sich eine starke Säure bilden kann (HCl), kann es zum Absin-
ken des intrazellulären pH-Wertes kommen (Säurestress). Wahrscheinlich wären dadurch 
metabolische Prozesse und Enzyme blockiert oder vollständig gehemmt.173 Die sich 
experimentell ergebende pH-Änderung des Mediums bei der Furanexposition ist in 
Abbildung 4.5.4 dargestellt.  
 
 
Abbildung 4.5.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Toxizität von 5-Nitro-2-furoylchlorid und  
2-Furoylchlorid 
Zum einen ist die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung (Hemmung in %, linke y-
Achse) des 2-Furoylchlorides (schwarz) sowie des 5-Nitro-2-furoylchlorides (rot) 
dargestellt. Zum anderen die pH-Wert-Abnahme (rechte Skalierung) infolge der 
steigenden Substanzkonzentration im Laufe der Konzentrations-Wirkungs-Bezie-
hung.167  
 
In der Abbildung 4.5.4 ist ersichtlich, dass sich am jeweiligen EC50-Wert (2-Furoylchlorid 
log EC50 = −3,72, log Te = 2,23, pH = 7,2; 5-Nitro-2-furoylchlorids log EC50 = −3,81, log 
Te = 2,48, pH = 7,15) der pH nicht ändert. Erst ab einer Konzentration von 3 mM sinkt der 
pH-Wert auf 5,60 (2-Furoylchlorid) bzw. 5,28 (5-Nitro-2-furoylchlorid). Dies ist jedoch 
dahingehend erstaunlich, als dass der pKs-Wert des 2-Furoylchlorids mit 3,16 bzw. mit 
2,06 des 5-Nitro-2-furoylchlorids darauf hindeutet, dass beide Furane einer Hydrolyse im 
wässrigen System (Schema 4.5.20) unterliegen müssten. Somit würden sie zur 
entsprechenden Carbonsäure dissoziieren, was den pH-Wert verringert und zum 
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wachstumshemmenden Säurestress führt. Bei dieser Untersuchung wurde stets mit der 
größtmöglichen Pufferkapazität (in jedem Ansatz die gleiche Konzentration) gearbeitet, 
um einer starken pH-Änderung entgegenzuwirken. Allerdings zeigt der pH bei 7,2, dass 
eine Hydrolyse womöglich erst ab einer höheren Substanzkonzentration relevant wird. 
Wahrscheinlich verhindert bei kleinen Stoffkonzentrationen auch der eingesetzte Puffer 
(K2HPO4) eine pH-Änderung. Demnach spielt für die biologische Verfügbarkeit von 
Carbonsäuren ihre Säurestärke und Konzentration eine entscheidende Rolle. Dieser 
Einfluss auf die Toxizität ionogener Verbindungen wurde im Abschnitt 4.2 näher erläutert. 
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O
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Schema 4.5.20 Hydrolyse des 2-Furoylchlorid 
Hydrolyse des 2-Furoylchlorid in wässriger Lösung unter Bildung des Carboxylat-
Anions der 2-Furancarbonsäure. 
 
Da durch den konstanten pH-Wert der chlorierten Furane am EC50 eine Hydrolyse weniger 
wahrscheinlich ist, resultiert womöglich die erhöhte Toxizität durch die bereits erwähnte 
Michael-Addition. Als Angriffspunkte können hier das β-C-Atom und γ-C-Atom (am 2-
Furoylchlorid) bzw. nur das β-C-Atom dienen. Die Bildung einer Schiff´schen Base an der 
C=O-Gruppe ist durch den +M-Effekt und der sterischen Komplexität des Cl-Substituenten 
weniger wahrscheinlich.  
Neben einem Säurestress ergibt sich aus den Toxizitätsdaten der Furane, dass eine NO2-
Substitution einen dominanten Einfluss auf das reaktive Potential ausübt. Es ist denkbar, 
dass die Toxizität der untersuchten Furane aufgrund einer Michael-Addition, einer Redox-
reaktion und der Bildung einer Schiff´schen Base verursacht wird. Damit ist ihr Toxizitäts-
beitrag durch gleiche Reaktionsmechanismen verursacht, wie sie sich aus den Bioassay-
Befunden der untersuchten Benzochinone und Cumarine ergeben.  
 
Es wird deutlich, dass Tetrahymena pyriformis für eine interpretatorische Toxizitäts-
vorhersage von Furanen eingesetzt werden könnte. Aber auch hier ergibt sich vermutlich 
die Toxizität im Biossay durch eine direkte Reaktivität der elektrophilen Stoffe. 
Der mögliche Trend der Toxizitätserhöhung für die Furane kann aus der Zusammenfas-
sung der Strukturalarme in der Tabelle 4.5.8 entnommen werden.  
Inwieweit diese Reaktionsmechanismen auch bei weiteren elektronenreichen Heteroaro-
maten dominieren und mit dem Bioassay erfasst werden, sollte an der Stoffklasse der Thio-
phene untersucht werden.  
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Tabelle 4.5.8 Strukturalarme Furane 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Furane zu erkennen, wurden mögliche Strukturalarme 
in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den toxikologisch 
relevanten Reaktionsmechanismen zusammengefasst. Der Reaktionsmechanismus der für die 
jeweilige Nitrofuranstruktur wahrscheinlich dominiert, ist fett gedruckt.  
Strukturalarm O R 1R 2
 
O R 1R 2
 
Substitution R1 = NO2 
R2 = H; OH; COCl; CHO; 
COOH 
R1 = H  
 
log Te-Bereich 1,20 ... 2,95 1,00 ... 2,03 
Reaktionsmechanismus Michael-Addition 
Redoxreaktion 
 
R2 = OH   narkotisch 
R2 = COCl Michael-Addition, Hydrolyse 
R2 = CHO Schiff´sche Base 
R2 = COOH Säurestress 
 
 
Heterozyklus Thiophen. Wie bereits bei der vorangegangen Stoffklasse erwähnt wurde, 
hängt die toxikologische Interpretation der Bioassay-Befunde von den toxikologisch rele-
vanten Reaktionsmechanismen ab. Bei den Elektronenüberschussaromaten spielt u. a. der 
aromatische Charakter eine Rolle: Je elektronenreicher das System (z. B. im Aromat) ist, 
desto weniger wahrscheinlich ist eine Michael-Addition. Beispielsweise weist das Thio-
phen einen größeren Grad an Aromatizität 121 kJ/mol (Resonanzenergie: 29 kcal/mol) auf 
als das Furan (67 kJ/mol (16 kcal/mol)).149,169 Diese resonanzstabilisierenden, aromati-
schen Eigenschaften nach dem Schema 4.5.21 bedingen einen höheren nukleophilen 
Charakter, der letztendlich eine Michael-Addition und ebenso eine SNAr-Reaktion 
(Schema 2.2.1, Abschnitt 2.2) erschwert. Die Nukleophilie ist somit reaktionshemmend 
und würde eine narkotische Wirkweise vermuten lassen.  
 
X
−
X X+ +
− −
X+
−
X+
−
 
Schema 4.5.21 Resonanzstrukturen der Fünf-Ring-Heteroaromaten 
Infolge der Berücksichtigung des freien Elektronenpaares des Schwefel-Atoms zur 
Ausbildung des aromatischen Charakters ergeben sich Resonanzstrukturen, die 
eine elektrophile aromatische Substitution bedingen würden.  
 
Inwieweit über eine Bioassay-Analyse beurteilt werden kann, ob eine Michael-Addition 
oder eine SNAr-Reaktion das toxische Verhalten dominiert, wurde exemplarisch an sechs 
Thiophen-Derivaten untersucht.  
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Die untersuchten Strukturen sind im Schema 4.5.15, Seite 122 und deren Toxizitätsdaten in 
Tabelle 4.5.7, Seite 123 zusammengefasst. Es wurde ein ähnliches Substitutionsmuster zu 
den entsprechenden Furan-Derivaten herangezogen.  
Bei den Thiophenen hat das 5-Nitrothiophen-2-carbaldehyd mit log EC50 von −5,00 (log 
Kow = 1,35) die kleinste effektive Konzentration. Die kleinste toxische Wirkung mit log 
EC50 = −2,41 (log Kow = 1,57) ergab sich für Thiophen-2-carbonsäure. Insgesamt decken 
die Thiophene einen log Kow-Bereich von 1,02 (Thiophen-2-carbaldehyd) bis 1,81 (Thio-
phen) ab. Um auch hier den Einfluss des hydrophoben Charakters auf die Toxizität zu 
berücksichtigen und einen Vergleich der log Te-Werte zu den Furanen zu ermöglichen, 
sind die log EC50-Werte gegen ihre log Kow-Werte in der Abbildung 4.5.3 (Seite 125) 
aufgetragen. Es wird deutlich, dass die untersuchten Thiophene kleinere Toxizitäts-
erhöhungen zur Narkoseerwartung hervorrufen als die Furane.  
Insgesamt zeigten die Thiophene log Te-Werte von 0,01 bis 2,80, wohingegen die Furane 
zwischen 1,00 und 2,95 erhöht toxisch sind. Die kleinste Toxizitätserhöhung weist die 
Thiophen-2-carbonsäure mit log Te = 0,01, gefolgt vom Thiophen mit 0,22, auf. Sie wirken 
demnach narkotisch. Dahingegen ergab sich der größte reaktiv-toxische Beitrag für 5-Ni-
trothiophen-2-carbaldehyd (log Te-Wert = 2,80).  
Vier der sechs untersuchten Thiophene sind erhöht toxisch, obwohl die Thiophen-Derivate 
primär nukleophil sind. Das eigentliche elektrophile Verhalten lässt daher vermuten, dass 
der Reaktivitätsbeitrag nicht durch das vorliegende aromatische Ringsystem, sondern von 
den anwesenden Substituenten abhängt. Beispielsweise übt die NO2-Gruppe im 2-
Nitrothiophen (log Te = 1,41) einen geringeren Einfluss aus als im 2-Nitrofuran. Für dieses 
Furan konnte ein log Te-Wert von 2,54 durch eine mögliche Michael-Addition oder 
Redoxreaktion ermittelt werden.  
Das 2-Nitrothiophen mit log Te = 1,41 ist ebenfalls reaktiv toxisch, was sich jedoch um fast 
einen Faktor 10 von der Reaktivität des 2-Nitrofurans unterscheidet. Aufgrund der höheren 
Aromatizität der Thiophene ist hier die Michael-Addition vermutlich nicht entscheidend. 
So ist in Anbetracht der NO2-Substitution wahrscheinlich eine Redoxreaktion bei 
anwesenden Nitroreduktasen nach dem Abschnitt 2.4.1.4 dominierender.  
Das Ausmaß der redoxaktiven Kapazität der Nitrothiophene äußert sich wahrscheinlich 
auch im reaktiven Potential des 5-Nitrothiophen-2-carbaldehyds (log Te-Wert = 2,80). 
Auch hier sind zwei Reaktionsmechanismen denkbar. Während über die anwesende Nitro-
Gruppe ROS gebildet werden können, ist durch die Aldehyd-Gruppe eine potentielle Aus-
bildung einer Schiff´schen Base nach Schema 2.4.10, Seite 21 möglich.53  
Dieser Einfluss einer Aldehyd-Substitution ist vermutlich in gleicher Weise für die erhöhte 
Toxizität des Thiophen-2-carbaldehyds sowie des Thiophen-2-carbonylchlorids verant-
wortlich. Für Thiophen-2-carbonylchlorid wird die reaktive Toxizität (log Te = 1,72, 
Schema 4.5.22) ähnlich dem 2-Furoylchlorid vermutlich nicht durch eine Hydrolyse her-
vorgerufen. Hier wurde eine vernachlässigbare Halbwertszeit von 4,17 · 1023 d berech-
net.111 
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Schema 4.5.22 Hydrolyse des Thiophen-2-carbonylchlorids 
Hydrolyse des Thiophen-2-carbonylchlorids in wässriger Lösung unter Bildung des 
Carboxylat-Anions der Thiophencarbonsäure. 
 
 
Letztendlich ergibt sich aus der Bioassay-Analyse für die Thiophene ein geringeres toxi-
sches Profil als für die Furane: Bei den Thiophenen wird die aromatische Grundstruktur 
nicht in die Wechselwirkung mit Nukleophilen involviert, wenngleich dies für anwesende 
Substitutionen möglich wäre. Es ist denkbar, dass mit Hilfe der Ciliaten eine potentielle 
aquatische Toxizität für die Thiophene vorhergesagt werden kann.  
Ist am Thiophen eine NO2-Gruppe substituiert, ist vermutlich die Redoxreaktion der domi-
nierende Reaktionsmechanismus. Bei Substitution mit einer Aldehyd-Gruppe ist die 
Wirkstärke vermutlich das Resultat einer Schiff´schen Base. Dahingegen wirkte das voll-
ständig unsubstituierte Thiophen wie Furan narkotisch.  
Wie bereits im Abschnitt 2.4.1.2 erwähnt wurde, werden Furan- und Thiophen-Derivate 
spezienabhängig durch anwesendes CYP-450 metabolisch aktiviert. Als Folge wurden in 
Ratten und Mäusen u. a. hepatische Schäden erwähnt.43 Der genaue Reaktionsmechanis-
mus und die Folgen daraus sind ebenso im Abschnitt 2.4.1.2 erläutert. Mechanistisch be-
trachtet, sind Thiophene und Furane Verbindungen mit Doppelbindungen. Stoffe mit Dop-
pelbindungscharakter können enzymatisch durch anwesende Monoxygenasen epoxidiert 
werden. Infolgedessen würde eine anschließende Ringöffnung des partiell elektrophilen 
Epoxids eine Reaktion mit nukleophilen Biomolekülen ermöglichen. Als Resultat wären in 
vivo direkte Schäden z. B. der Leber, in vitro eine Toxizitätserhöhung gegenüber einer er-
warteten Narkosewirkung, denkbar. 
Da jedoch das nicht substituierte Thiophen und Furan im Bioassay narkotisch wirken, ist 
eine Aktivierung durch Monoxygenasen wie CYP-450 weniger wahrscheinlich und die 
Verwendung des Bioassays in dieser Hinsicht eingeschränkt. Diese Befunde würden auch 
die Bioassay-Analyse der Cumarine bestätigen.  
Der mögliche Trend der Toxizitätserhöhung und die Strukturalarme für die Furane und 
Thiophene in Abhängigkeit zu den toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen sind 
in Tabelle 4.5.8 zusammengefasst.  
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Tabelle 4.5.9 Strukturalarme Thiophene 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Thiophene zu erkennen, wurden mögliche Struktur-
alarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den toxi-
kologisch relevanten Reaktionsmechanismen zusammengefasst. Der Reaktionsmechanismus, der 
für die jeweilige Struktur wahrscheinlich dominiert, ist fett gedruckt.  
Strukturalarm S R 1R 2
 
S R 1R 2
 
S R 1R 2
 
Substitution R1 = NO2 
R2 = H 
R1 = H  
 
R1 = NO2 
R2 = CHO 
log Te-Bereich 1,41 0,01 ... 1,72 2,80 
Reaktionsmechanismus Redoxreaktion 
Michael-Addition 
 
R2 = H narkotisch 
R2 = COCl Iminbildung, 
Hydrolyse 
R2 = CHO Iminbildung 
R2 = COOH Säurestress 
Redoxreaktion 
Schiff´sche Base 
 
 
 
 
4.5.4 Toxizität von Elektronenmangelaromaten 
Im Gegensatz zu den elektronenreichen Thiophenen müssten elektronenarme Heterozyklen 
wie Pyridine, Pyrimidine, Pyridazine und Pyrazine einem nukleophilen Angriff leichter zu-
gängig sein. Inwieweit diese Verbindungen mechanistisch interpretiert werden können und 
durch die Bioassay-Analyse erfasst werden, soll im folgenden Abschnitt erläutert werden.  
 
 
4.5.4.1 Toxizität der Azine 
Für die heterozyklischen aromatischen, stickstoffhaltigen Sechsringsysteme, auch Azine 
genannt, wurden Pyridine und Pyridin-N-oxide untersucht. Pyridine sind für den täglichen 
Gebrauch nützlich, wenngleich sie aufgrund ihrer Eigenschaften schädlich für die mensch-
liche Gesundheit sein können: Neben den natürlich vorkommenden Stickstoffverbindungen 
als Alkaloide dienen Azine weltweit als Synthesegrundlage von Chemikalien, Vitaminen 
oder Medikamenten.174,175,176  
Aber auch ihre Risikobewertung wird bedeutsam, da Pyridine u. a. als Herbizide schädlich 
für Pflanzen sein können. Ebenso wurden sie im Zigarettenrauch nachgewiesen und haben  
hepatotoxische und nephrotoxische Eigenschaften.175  
Inwieweit die Heterozyklen ökotoxikologisch relevant sind, sollte in dieser Arbeit an Pyri-
dinen und Pyridin-N-oxiden beurteilt werden. Die strukturellen Unterschiede zwischen den 
Pyridinen und Pyridin-N-oxiden haben vermutlich Einfluss auf ihr toxikologisches Ver-
halten.  
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Des Weiteren sollte geklärt werden, ob der In-vitro-Ansatz Tetrahymena pyriformis zur 
prognostischen ökotoxikologischen Bewertung der Heterozyklen überhaupt verwendet 
werden kann. Die Strukturen der untersuchten Azine können dem folgenden Schema 
4.5.23 entnommen werden. Eine Zusammenfassung der ermittelten Toxizitätswerte und der 
erhaltenen Hillanstiege befinden sich im Anhang. 
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Schema 4.5.23 Strukturformeln der Azine 
(A1) 2-Aminopyridin, (A2) 2-Fluorpyridin, (A3) 2-Hydroxypyridin, (A4) 2-
Chlorpyridin, (A5) 3-Methoxy-2-nitropyridin, (A6) 3-Hydroxy-2-nitropyridin, 
(A7) 2-Hydroxy-5-nitropyridin, (A8) 2-Hydroxy-3-methyl-5-nitropyridin, (B1) 3-
Nitropyridin, (B2) 4-Amino-3-nitropyridin, (B3) 2-Amino-5-nitropyridin, (B4) 2-
Methoxy-5-nitropyridin, (B5) 2-Chlor-4-nitropyridin, (B6) 2-Chlor-5-nitropyridin, 
(B7) 2-Amino-4-methyl-3-nitropyridin, (D1) Pyridin-N-oxid, (D2) 4-Nitropyridin-
N-oxid, (D3) 2-Methyl-4-nitropyridin-N-oxid, (D4) 2-Chlor-4-nitropyridin-N-oxid, 
(D5) 2,6-Dichlor-4-nitropyridin-N-oxid. 
 
Pyridine. Um das Ausmaß der Toxizitätserhöhung der Pyridine und die Anwendbarkeit 
des Bioassays abschätzen zu können, wurden zunächst vier einfachsubstituierte Pyridine 
im In-vitro-Ansatz untersucht. Dies ermöglichte eine Gegenüberstellung ihrer Toxizität mit 
der Reaktivität von Nitropyridinen sowie von fünf Pyridin-N-oxiden (Strukturen im 
Schema 4.5.23). Die sich im Bioassay ergebenden Resultate in Form der log EC50- und log 
Te-Werte sind in der Tabelle 4.5.10 zusammengefasst.  
Ergebnisse und Diskussion  137 
 
 
Tabelle 4.5.10 Zusammenfassung der Ergebnisse der Azine.  
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Wachstumshemmung log EC50 [M] der Pyridine und Pyridin-N-oxide nach einer 24-h-Exposition, mit den log Kow-
Werten, den berechneten Fraktionen fs, fa und fges als substanzspezifische Parameter sowie die berechnete Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung Nr. log Kow log Kawe fa b fs b fges b log EC50 c [24 h] logTed 
       [M] [24 h] 
Pyridine     
2-Aminopyridin A1 0,48 −6,88 0 0,03 0,031 −3,38 ± 0,06 1,96 
2-Fluorpyridin A2 0,84 −3,39 0,01 0,03 0,04 −1,99 ± 0,04 0,25 
2-Hydroxypyridin A3 1,07 −1,79 0 0,04 0,04 −2,06 ± 0,05 0,11 
2-Chlorpyridin A4 1,22 −7,41 0,18 0,04 0,22 −2,72 ± 0,03 0,64 
Nitropyridine         
2-Hydroxy-5-nitropyridin A7 −1,07 −9,09 0 0,03 0,03 −2,85 ± 0,11 2,82 
2-Hydroxy-3-methyl-5-nitropyridin                A8 −0,52 −8,90 0 0,03 0,03 −2,84 ± 0,22 2,31 
3-Nitropyridin B1 0,62 −5,85 0 0,03 0,03 −2,69 ± 0,16 1,15 
3-Methoxy-2-nitropyridin A5 0,70 −7,11 0 0,03 0,03 −2,85 ± 0,09 1,23 
3-Hydroxy-2-nitropyridin A6 0,72 −6,34 0 0,03 0,03 −3,58 ± 0,27 1,96 
4-Amino-3-nitropyridin B2 0,83 −7,97 0 0,03 0,03 −2,76 ± 0,09 1,03 
2-Amino-5-nitropyridin B3 0,93 −9,27 0 0,04 0,04 −3,22 ± 0,02 1,40 
2-Methoxy-5-nitropyridin B4 1,16 −6,11 0 0,04 0,04 −3,03 ± 0,03 1,00 
2-Chlor-4-nitropyridin B5 1,27 −4,18 0 0,04 0,04 −4,32 ± 0,03 2,19 
2-Chlor-5-nitropyridin B6 1,27 −4,18 0 0,04 0,04 −3,72 ± 0,03 1,59 
Ergebnisse und Diskussion  138 
 
Verbindung Nr. log Kow log Kawe fa b fs b fges b log EC50 c [24 h] logTed 
       [M] [24 h] 
2-Amino-4-methyl-3-nitropyridin B7 2,02 −7,92 0 0,05 0,05 −3,41 ± 0,12 0,61 
Pyridin-N-oxide         
Pyridin-N-oxid D1 −1,20 −8,43 0 0,026 0,03 −1,37 ± 0,02 1,46 
4-Nitropyridin-N-oxid D2 −0,92 −10,8 0 0,026 0,03 −4,60 ± 0,04 4,44 
2-Methyl-4-nitropyridin-N-oxid D3 −0,37 −10,8 0 0,028 0,03 −4,09 ± 0,05 3,43 
2-Chlor-4-nitropyridin-N-oxid D4 −0,27 −9,14 0 0,028 0,03 −4,74 ± 0,08 4,00 
2,6-Dichlor-4-nitropyridin-N-oxid D5 0,37 −7,55 0 0,031 0,03 −4,77 ± 0,05 3,45 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entspre-
chenden Substanz bei 28 °C nach Gleichung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch fa und fs beschrieben (fges = 
fa+fs). c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die eine 50%ige Hemmung des Wachstums der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL 
hervorruft. d Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoselevel-Toxizität.68 eDer log Kaw ist der Luft/Wasser Verteilungskoeffizient berechnet nach 
Gleichung 3.12. 
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Aus der Tabelle ist es offensichtlich, dass für das 2-Fluorpyridin (log Kow = 0,84) mit log 
EC50 = −1,99 die größte effektive Konzentration im Bereich der einfach substituierten Py-
ridine ermittelt wurde. 2-Aminopyridin löste dahingegen im Bioassay die größte Schad-
wirkung mit log EC50 = −3,38 aus, obwohl es den kleinsten hydrophoben Charakter (log 
Kow = 0,48) hat.  
Um ferner die Toxizitätserhöhung relativ zur Narkosewirkung zu bestimmen, wurde der 
Einfluss des log Kow-Wertes auf die Toxizität berücksichtigt und ist in Abbildung 4.5.5 mit 
Hilfe der Narkoselevel-Toxizität angegeben.  
 
 
 
Abbildung 4.5.5 Toxizität der Azine 
Aufgetragen ist die Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charak-
ter log Kow der vier Pyridine (▲), der fünf Pyridin-N-oxide (○) und der 11 
Nitro-pyridine (●) im Bioassay Tetrahymena pyriformis bei einer Exposition 
von 24 h. Die durchgezogene Linie repräsentiert die Narkoselevel-Toxizität, die 
teilweise gestrichelte Linie (-..-) soll den Bereich des log Te-Wertes um 1 ver-
deutlichen.  
 
 
Anhand der Abbildung 4.5.5 und Tabelle 4.5.10 wird deutlich, dass die ortho-substituierten 
Pyridine nicht erhöht toxisch sind: 2-Fluorpyridin (log Te = 0,25), 2-Chlorpyridin (log Te = 
0,64) sowie 2-Hydroxypyridin (log Te = 0,11). Dies widerspricht jedoch ihrer vermutlichen 
Reaktivität via SNAr-Reaktion. Hier könnten sie bei geeigneter Substitution mit Nukleo-
philen reagieren. Chemisch betrachtet ist im Pyridin eine CH2-Gruppe des Benzols durch 
ein Stickstoffatom ersetzt.  
Infolgedessen kann es im Ringsystem zur π-Elektronenverschiebung zum elektronenzie-
henden endozyklischen Stickstoff kommen. Diese Polarisierung der Elektronendichte 
(Schema 4.5.24) zum Stickstoff würde bei geeigneter Abgangsgruppe, wie z. B. einem 
Halogen, einen nukleophilen Angriff am ortho- oder para-C-Atom zum N-Atom begünsti-
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gen. Somit wären halogenierte Pyridine für eine SNAr-Reaktion leicht zugängig, was sich 
im reaktiven Verhalten äußern würde.174, 176 
N N N
+
+− −  
Schema 4.5.24 Ladungsverteilung am Pyridin  
Aufgrund des Elektronenzuges des endozyklischen Ringstickstoffatoms lokalisiert 
sich die negative Ladung am Ringstickstoffatom und die positive Ladung verteilt 
sich bevorzugt am C2 und C4. 
 
Infolge der Narkosewirkung ist jedoch weder dieser Mechanismus noch eine andere reak-
tive Wechselwirkung bei den einfach halogenierten Pyridinen denkbar. Anders sieht es 
beim Toxizitätsprofil des 2-Aminopyridins aus. Es konnte ein log Te-Wert von 1,96 be-
rechnet werden. Daher ist es erhöht toxisch. In den theoretischen Grundlagen wurde er-
wähnt, dass aromatische Aminoverbindungen, wie z. B. Aniline, polar narkotisch wirken. 
Infolge der Amino-Funktion kann diese Substanz bei anwesenden Oxidasen über das Hy-
droxylamin zur elektrophilen Spezies oxidiert werden (Schema 4.5.25).29,177  
 
N N
H
H N N
H
OH +
H
+
−H2O N N
H
N
H
N
+[O]
 
Schema 4.5.25 Oxidation von 2-Aminopyridin 
Enzymatische Oxidation des 2-Aminopyridins zum toxikologisch relevanten Hy-
droxylamin. Als solches ist unter Wasserabspaltung die Bildung einer elektro-
philen Spezies möglich.  
 
 
Das Hydroxylamin im Schema 4.5.25 bildet sich nur, wenn Oxidasen anwesend sind.178 
Infolgedessen ist eine Abspaltung der OH-Gruppe als Wasser möglich und es bildet sich 
das positiv geladene Nitrenium-Ion. 
 
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Toxizität der Pyridine von deren Substitutions-
muster und der enzymatischen Ausstattung der Ciliaten abhängt. Ursachen für eine Toxi-
zitätserhöhung wären eine enzymatische Oxidation (Acetyltransferasen), aber auch infolge 
einer NO2-Substitution eine Redoxreaktion.  
Beispielsweise ist das Pyridin (log EC50 = −1,81) geringer toxisch als das 3-Nitropyridin 
mit −2,69.179 Es ist wahrscheinlich, dass am 3-Nitropyridin aufgrund der aromatischen 
Struktur eine enzymatisch bedingte Redoxreaktion abläuft. Gleichzeitig ist durch eine feh-
lende Abgangsgruppe eine SNAr-Reaktion womöglich erschwert.  
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Eine zusammenfassende Darstellung der sich ergebenden Strukturalarme ist am Ende die-
ses Abschnittes in Tabelle 4.5.11, Seite 144 gegeben. 
 
Nitropyridine. In der Untergruppe der Nitropyridine erstreckt sich der logarithmierte To-
xizitätsbereich als EC50 von −2,69 (3-Nitropyridin) bis −4,32 (2-Chlor-4-nitropyridin), 
wobei das 2-Hydroxy-5-nitropyridin mit −1,07 den kleinsten und 2-Amino-4-methyl-3-ni-
tropyridin mit 2,02 dem größten log Kow der untersuchten Nitropyridine aufweist.  
Um den oben erwähnten Einfluss einer NO2-Substitution auf die Toxizität zu bestimmen, 
wurde auch hier die Toxizitätserhöhung berechnet. Dies ist in der Abbildung 4.5.5, Seite 
139, zusammengefasst. Aus dieser direkten Korrelation zwischen dem log EC50 und log 
Kow ist zu erkennen, dass log Te-Werte von 0,61 (2-Amino-4-methyl-3-nitropyridin) bis 
2,82 (2-Hydroxy-5-nitropyridin) ermittelt werden konnte. Somit können acht Nitropyridine 
als reaktiv toxisch angesehen werden, wohingegen zwei Nitropyridine (4-Amino-3-
nitropyridin, 2-Methoxy-5-nitropyridin) mit einem log Te-Wert um 1 im Grenzbereich 
zwischen Narkosewirkung und erhöhter Toxizität liegen.  
Infolge der überwiegend höheren Toxizität der Nitropyridine unterscheiden sich selbige 
vom Toxizitätsprofil der Pyridinen mit einem Substituenten. 
Der kleinste log Te-Wert wurde für das 2-Amino-4-methyl-3-nitropyridin mit 0,61 ermit-
telt. Die zwei elektronenliefernden Substituenten und die zunehmende sterische Komple-
xität durch die drei Substituenten wirken reaktionshemmend.  
Der Einfluss auf die Toxizitätserhöhung durch elektronenschiebende Substituenten ist in 
gleicher Weise bei 3-Methoxy-2-nitropyridin, 4-Amino-3-nitropyridin, 2-Amino-5-nitro-
pyridin und 2-Methoxy-5-nitropyridin ersichtlich. Durch eine fehlende Abgangsgruppe ist 
die SNAr-Reaktion weniger wahrscheinlich. Die Pyridine könnten über die NO2-Substitu-
tion ROS bilden. Dieser Mechanismus entspricht auch den Erläuterungen über die Bildung 
von Nitroradikal-Anionen durch Nitropyridine nach Moulton et al..180 Dadurch sind diese 
Nitropyridine vermutlich erhöht toxisch. 
Ist jedoch eine gute Abgangsgruppe z. B. in Form eines Halogens vorhanden, erhöht es die 
Wahrscheinlichkeit einer SNAr-Reaktion und damit das toxische Potential. Beispielsweise 
konnte für 2-Chlor-4-nitropyridin eine größere Toxizitätserhöhung (log Te = 2,19) als für 
das 2-Chlorpyridin (log Te = 0,64) quantifiziert werden. Wie zu erkennen ist, weist das 2-
Chlor-4-nitropyridin mit Cl und NO2 zwei Substituenten mit –I-Effekt auf und bedingt eine 
Verringerung der Elektronendichte im aromatischen System. Dies und der Elektronenzug 
des Ringstickstoffs begünstigen neben einer Redoxreaktion die SNAr-Reaktion (über die 
Abgabe des Chlorid-Ions). Genauer betrachtet, wird durch die zwei Substituenten mit –I-
Effekt der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Substitution erleichtert (Schema 
4.5.26). Gleichzeitig befinden sich die Nitro-Gruppe in para-Position und das Chlor-Atom 
in ortho-Position zum endozyklischen Stickstoff.  
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Durch die ortho-Position kann bei einer nukleophilen Addition die sich ergebende negative 
Ladung bis auf den Ringstickstoff übertragen werden und stabilisiert diese. Es begünstigt 
den Angriff des Nukleophils in ortho- und para-Position.  
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Nu N
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Cl
Nu N
NO2
Cl
Nu
N
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Schema 4.5.26  SNAr-Reaktion des 2-Chlor-4-nitropyridins 
Modifzierte nukleophile aromatische Substitution (SNAr-Reaktion) des 2-Chlor-
4-nitropyridins mit endogenen Biomolekülen. Wobei Nu− endogene Nukleophile 
wie Nukleinsäuren und Proteine aber auch GSH darstellen kann.28 
 
Daher scheint die Stellung der NO2-Gruppe zum endozyklischen Stickstoff einen Einfluss 
auf die Reaktivität zu haben. Das 2-Chlor-5-nitropyridin (log Te = 1,59) ist weniger reaktiv 
als das 2-Chlor-4-nitropyridin (log Te = 2,19). Am 2-Chlor-5-nitropyridin steht die Nitro-
Gruppe in meta-Position zum Ringstickstoff. Diese meta-Position ist letztendlich für eine 
SNAr-Reaktion reaktionshemmend, hat aber vermutlich keinen Einfluss auf den Re-
doxzyklus der Nitro-Gruppe.  
Ähnlich der Chemoverfügbarkeit des 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinons ist diese Mo-
dellvorstellung auch für die hydroxylierten Nitropyridine denkbar:23 2-Hydroxy-5-
nitropyridin (A7) und 2-Hydroxy-3-methyl-5-nitropyridin (A8) haben log Kow-Werte von 
−1,07 bzw. −0,52 und log Te-Werte von 2,82 bzw. 2,31. Dahingegen konnte für 3-Hy-
droxy-2-nitropyridin mit einem log Kow-Wert von 0,72 eine Toxizitätserhöhung mit 1,96 
bestimmt werden, sie weicht aber deutlich von den anderen beiden Stoffen ab. Vermutlich 
sind A7 und A8 zunächst chemisch besser verfügbar, die eine Reaktion mit endogenen 
Molekülen ermöglicht. Dahingegen ist 3-Hydroxy-2-nitropyridin geringfügig hydrophober, 
was die Akkumulation in die Zellmembran erleichtert, aber gleichzeitig die Chemoverfüg-
barkeit verringert.  
 
Aus der Bioassay-Analyse wird deutlich, dass bei den Elektronenmangelaromaten, 
verglichen zu den Furan- und Thiophen-Derivaten, neben einer im Abschnitt 4.5.3 erwähn-
ten Redoxreaktion, ein anderer Reaktionsmechanismus toxikologisch relevant ist. 
Allerdings wird ebenso ersichtlich, dass eine einfache toxikologische Klassifizierung über 
einen einzigen zugrunde liegenden Mechanismus nicht ausreicht, um das toxische Potential 
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zu verdeutlichen. Vielmehr ist die Toxizität der Nitropyridine eine Summe toxikologisch 
bedeutsamer Mechanismen, dass im Bioassay analysiert werden konnte.  
Um die toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen zu verdeutlichen, ist analog zu 
den einfachsubstituierten Pyridinen eine Zusammenfassung der Strukturalarme am Ende 
dieses Abschnittes in Tabelle 4.5.11 gegeben. 
 
Pyridin-N-oxide. Um ferner den toxizitätssteigernden Einfluss einer Konjugation am en-
dozyklischen Stickstoff zu charakterisieren, wurden Pyridin-N-oxide untersucht. Sie wei-
sen zusätzlich ein Sauerstoff-Atom im Molekül auf, welches am Ringstickstoff gebunden 
ist.174 Zudem erwähnen Prezhdo et al., dass infolge der N-Substitution das HOMO des 
Ringsystems leichter mit dem LUMO des N-Oxides wechselwirkt und einen intramoleku-
laren Ladungstransfer der π-Elektronen erleichtert. Dadurch weist das Pyridin-N-oxid ei-
nen dipolaren Charakter auf und ermöglicht amphiphile Eigenschaften. Die N-O-Gruppe 
ist befähigt, Elektronen aufzunehmen oder als Elektronendonator zu fungieren.181 So wird 
aus dem Schema 4.5.27 ersichtlich, dass der dipolare Charakter des Pyridin-N-oxids 
elektrophile und auch nukleophile Eigenschaften begünstigt.174 
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Schema 4.5.27  Mesomere Grenzstrukturen des Pyridin-N-oxids 174 
 
Welcher Charakter letztendlich im Bioassay die Reaktivität bestimmt, soll im weiteren 
Verlauf geklärt werden.  
In Tabelle 4.5.10 (Seite 137) und der Abbildung 4.5.5 (Seite 139) sind die Ergebnisse der 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen sowie der weiteren Toxizitätsdaten zusammenge-
fasst. 
Im Zuge dieser Arbeit zeigte sich, dass das Pyridin-N-oxid mit log EC50 = −1,37 die größte 
und 2,6-Dichlor-4-nitropyridin-N-oxid die kleinste logarithmierte effektive Konzentration 
(log EC50 = −4,77) mit dem größten log Kow-Wert hat. Der Hydrophobiebereich erstreckt 
sich von −1,20 (Pyridin-N-oxid) bis 0,37 (2,6-Dichlor-4-nitropyridin-N-oxid).  
Unter der Berücksichtigung der Hydrophobie und der damit verbundenen Einordnung in 
die Toxizitätserhöhung sind alle Pyridin-N-oxide erhöht toxisch. Bezogen auf die Narko-
sewirkung weisen sie eine Toxizität auf, die mindestens 1,4 log-Einheiten höher ist, ob-
wohl der Sauerstoff am Ringstickstoff den hydrophoben Charakter verringert. Für das 
Pyridin-N-oxid wurde der kleinste log Te-Wert bei 1,46 und für 4-Nitropyridin-N-oxid mit 
4,44 der größte log Te-Wert quantifiziert. Allerdings besitzt das 4-Nitropyridin-N-oxid 
gegenüber dem Pyridin-N-oxid einen NO2-Substituenten. Infolgedessen ergibt sich neben 
der N-O-Gruppe eine weitere Komponente, die die Elektronendichte verringert.  
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Dieser additive Elektronenzug führt zu einer positiven Polarisierung der ortho-Position 
zum N-Oxid nach dem Schema 4.5.28 und ermöglicht einen nukleophilen Angriff. Beide 
ortho-Positionen zum N-Oxid sind aufgrund der Molekülsymmetrie gleich elektrophil und 
erhöhen die Reaktivität. 
N
O−
Protein −S
NO2
N
+
O−
NO2
Protein−S −
 
Schema 4.5.28   Nukleophile Addition an das 4-Nitropyridin-N-oxid 
Mögliche nukleophile Addition eines nuklophilen Proteins an das 4-Nitropyridin-
N-oxid 
 
 
Damit ist die erhöhte Toxizität des 4-Nitropyridin-N-oxids gegenüber Tetrahymena kon-
form mit den bekannten mutagenen und kanzerogenen Eigenschaften.182,183 
Wird jedoch eine der beiden α-Positionen substituiert, fehlt ein nukleophiler Angriffs-
punkt. Dies äußert sich in einer Verringerung der Toxizitätserhöhung. So besetzen sowohl 
am 2-Chlor-4-nitropyridin-N-oxid das Halogen als auch am 2-Methyl-4-nitropyridin-N-
oxid die CH3-Gruppe einen Angriffspunkt. Das führt gleichzeitig zu einer sterischen Ab-
schirmung der N-O-Gruppe. Es resultiert daher eine geringere, aber immer noch hohe Ab-
weichung zur Narkoseerwartung (log Te = 3,43, log Kow = −0,37). Da 2-Methyl-4-nitropy-
ridin-N-oxid dennoch reaktiv toxisch ist, ergibt sich vermutlich ein nukleophiler Angriff an 
der verbleibenden freien Position oder im Zuge einer Redoxreaktion.  
 
Abschließend ist eine Zusammenfassung der möglichen Strukturalarme für die Azine in 
Tabelle 4.5.11 dargestellt.  
 
Tabelle 4.5.11 Strukturalarme der Azine 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Azine zu erkennen, wurden mögliche Strukturalarme 
in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den toxikologisch 
relevanten Reaktionsmechanismen zusammengefasst. Der Reaktionsmechanismus, der für einige 
Azinstrukturen wahrscheinlich dominiert, ist fett gedruckt.  
Strukturalarm 
N
R3
R4 R2
R1 N
R3
R4 R2
R1 N
+ R1
O-
R3
R2
 
Substitution R1 = F; OH; Cl; (NH2*) 
R2, R3, R4 = H 
R1 = H, NH2, OH, OCH3, Cl 
R2, R3 = H 
R4 = NO2 
R1 = CH3, Cl, H 
R2 = Cl 
R3 = NO2 
log Te-Bereich 0,25 ... 0,64 (1,96*) 1,00 ... 2,82 3,43 ... 4,44 
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Strukturalarm 
N
R3
R4 R2
R1 N
R3
R4 R2
R1 N
+ R1
O-
R3
R2
 
Reaktionsmecha-
nismus 
nicht toxikologisch rele-
vant: narkotisch 
* enzymatische Aktivie-
rung 
Redox-Reaktion 
SNAr-Reaktion (R1 = Cl) 
Schiff´sche Base (R1 = NH2, 
R2 = NH2) 
Redox-Reaktion  
SNAr-Reaktion  (auch 
wenn R1, R2, R3, = H) 
 
Anhand der Ergebnisse wird erkennbar, dass der Bioassay mit Tetrahymena verwendet 
werden kann, um die mögliche Toxizität der Azine aufgrund relevanter Reaktionsmecha-
nismen zu interpretieren. Im In-vitro-Ansatz wirken die Pyridine direkt reaktiv toxisch. 
Lediglich 2-Aminopyridin wird enzymatisch aktiviert. Bei den verbleibenden Pyridinen, 
die narkotisch wirken, erfolgt keine enzymatische Aktivierung. Zudem wäre eine Metabo-
lisierung aufgrund der chemischen Struktur dieser Pyridine vermutlich nicht plausibel.  
Doch wie erhöht sich das reaktive Verhalten heterozyklischer Verbindungen, wenn sich ein 
weiteres Heteroatom im Molekül befindet? Um diese Frage beantworten zu können, wer-
den im folgenden Abschnitt repräsentativ Vertreter der Diazine auf ihr aquatisch, toxisches 
Potential im Bioassay analysiert und die Anwendbarkeit der In-vitro-Methode überprüft.  
 
 
4.5.4.2 Toxizität der Diazine 
Wie der Name und die im Schema 4.5.29 aufgelisteten Strukturen schon erkennen lassen, 
enthalten die Diazine zwei endozyklische Stickstoffatome. Damit zählen auch die Diazine 
zu den Elektronenmangelaromaten, zugleich werden diese Heterozyklen durch zwei N-
Atome stärker positiv polarisiert. Sie sind somit elektronenärmer.  
Bei den zwei endozyklischen N-Atome sind die Elektronenpaare der sp2-hybridisierten 
Stickstoffatome nicht in der Ausbildung des aromatischen Systems beteiligt. Es führt zur 
Ladungsverschiebung, was eine mögliche SNAr-Reaktion beeinflusst.184 Um diese 
toxikologische Reaktionswahrscheinlichkeit zu diskutieren, wurden im Bioassay ausge-
wählte Vertreter der Pyrazine, Pyrimidine und Pyridazine untersucht. Die eingesetzten 
Substanzen sind im Schema 4.5.29 und in der Tabelle 4.5.12 zusammengefasst, wobei alle 
Toxizitätsdaten, die erhaltenen Hillanstiege aber auch die CAS-Nummern der Stoffe im 
Anhang dargelegt sind. 
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Schema 4.5.29 Strukturformeln der Diazine 
(A1) Pyrazin, (A2) Methyl-pyrazin-2-carboxylat, (A3) 2-Aminopyrazin, (A4) 2-
Methylpyrazin, (A5) 2-Chlorpyrazin, (A6) 2,3-Dichlorpyrazin, (B1) Pyrimidin, 
(B2) 2-Aminopyrimidin, (B3) 4-Methylpyrimidin, (B4) 2,4-Difluorpyrimidin, (B5) 
2-Chlorpyrimdin, (B6) 4,6-Dihydroxypyrimidin, (B7) 2,4-Dichlorpyrimidin, (C1) 
1,2-Dihydropyridazin-3,6-dion, (C2) Pyridazin, (C3) 3-Methylpyridazin, (C4) 3,6-
Dichlorpyridazin. 
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Tabelle 4.5.12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Diazine.  
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Wachstumshemmung log EC50 [M] der Pyrazine, Pyrimidine und Pyridazine nach einer 24-h-Exposition, mit den log 
Kow-Werten, den berechneten Fraktionen fs, fa und fges als substanzspezifische Parameter sowie die berechnete Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung Nr. log Kow log Kawe fa b fs b fges b log EC50 c [24 h] log Ted 
       [M] [24 h] 
Pyrazine     
Pyrazin A1 −0,26 −3,81 0 0,03 0,03 −1,69 ± 0,11 0,93 
Methyl-pyrazin-2-carboxylat A2 −0,23 −5,98 0 0,03 0,03 −2,34 ± 0,06 1,56 
2-Aminopyrazin A3 −0,07 −7,23 0 0,03 0,03 −1,92 ± 0,21 1,00 
2-Methylpyrazin A4 0,21 −3,76 0 0,03 0,03 −1,87 ± 0,04 0,70 
2-Chlorpyrazin A5 0,70 −2,14 0,09 0,03 0,12 −2,19 ± 0,04 0,58 
2,3-Dichlorpyrazin A6 1,23 −0,46 0,82 0,04 0,86 −4,09 ± 0,05 2,00 
Pyrimidine        
Pyrimidin B1 −0,40 −3,81 0 0,03 0,03 −1,64 ± 0,04 1,01 
2-Aminopyrimidin B2 −0,22 −3,68 0 0,03 0,03 −2,38 ± 0,10 1,58 
4-Methylpyrimidin B3 0,16 −3,76 0 0,03 0,03 −1,92 ± 0,05 0,79 
2,4-Difluorpyrimidin B4 0,34 −3,68 0 0,03 0,03 −4,52 ± 0,03 3,23 
2-Chlorpyrimdin B5 0,36 −3,94 0 0,03 0,03 −2,04 ± 0,03 0,73 
4,6-Dihydroxypyrimidin B6 0,48 −11,7 0 0,03 0,03 nras − 
2,4-Dichlorpyrimidin B7 1,23 −2,27 0,07 0,04 0,11 −4,80 ± 0,09 2,70 
Pyridazine        
1,2-Dihydropyridazindion C1 −0,84 −8,76 0 0,03 0,03 −1,81 ± 0,05 1,57 
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Verbindung Nr. log Kow log Kawe fa b fs b fges b log EC50 c [24 h] log Ted 
       [M] [24 h] 
Pyridazin C2 −0,72 −3,82 0 0,03 0,03 −1,82 ± 0,05 1,47 
3-Methylpyridazin C4 −0,35 −3,77 0 0,03 0,03 −1,67 ± 0,03 0,99 
3,6-Dichlorpyridazin C5 1,23 −0,48 0,81 0,04 0,85 −3,29 ± 0,09 1,20 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entspre-
chenden Substanz bei 28 °C nach Gleichung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch fa und fs beschrieben (fges = 
fa+fs). c Der log EC50 [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die eine 50%ige Hemmung auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena 
pyriformis GL hervorruft. d Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoselevel-Toxizität.68 e Der log Kaw ist der Luft/Wasser Verteilungskoeffizient 
berechnet nach Gleichung 3.12.  
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Pyrazin. Eine Bioassay-Analyse über den möglichen elektrophilen oder proelektrophilen 
Charakter erfolgte u. a. für Pyrazin-Derivate. Pyrazin ist ein heterozyklischer Aromat, in 
dem zwei endozyklische Stickstoff-Atome in 1,4-Position zueinanderstehen (Schema 
4.5.29). Dabei stellen alle vier Positionen an den CH2-Gruppen eine α-Position zu einem 
der Stickstoffatome dar.  
In dieser Arbeit hat sich gezeigt (Tabelle 4.5.12), dass das Pyrazin (log EC50 = −1,69) den 
kleinsten Effekt auf das Wachstum der Ciliaten ausübt.  
Dahingegen löste das 2,3-Dichlorpyrazin (log EC50 = −4,09) die größte Schadwirkung aus.  
In Bezug auf die Narkoselevel-Toxizität ergibt sich ein Bereich der Toxizitätserhöhung 
von 0,58 bis 2,00. Diese Abweichungen sind in der Abbildung 4.5.6 ersichtlich.  
 
 
Abbildung 4.5.6 Toxizität der Diazine 
 Aufgetragen ist die Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charakter  
log Kow der Pyrazine (○), Pyrimidine (●) und Pyridazine (∆) im Bioassay Tetra-
hymena pyriformis nach einer Exposition von 24 h. Die durchgezogene Linie re-
präsentiert die Narkoselevel-Toxizität, die gestrichelte Linie soll den Bereich des 
log Te-Wertes um 1 verdeutlichen und die teilweise gestrichelte Linie (-..-) zeigt 
den Bereich mit einer 100fach höheren Toxizität als zur Narkoseerwartung auf.  
 
 
In Erwartung einer Toxizitätserhöhung neben einer Narkosewirkung sind zwei Pyrazin-De-
rivate nicht erhöht toxisch. Für das 2-Chlorpyrazin wurde die kleinste Toxizitätserhöhung 
(log Kow = 0,7; log Te = 0,58) quantifiziert. Wohingegen für das 2,3-Dichloropyrazin durch 
den hohen log Te-Wert von 2,00 (log Kow = 1,23) auf eine erhöhte Toxizität geschlossen 
werden könnte, die durch toxikologisch relevante Reaktionsmechanismen verursacht wird.   
Genauer betrachtet, wirken 2-Methyl- und 2-Chlorpyrazin narkotisch, wohingegen Pyrazin 
und das 2-Aminopyrazin im Grenzbereich zwischen einem log-Te-Wert von 0 bis 1 liegen.  
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Die log Te-Werte des Pyrazins und des 2-Aminopyrazins lassen somit vermuten, dass auf-
grund ihrer Narkosewirkung eine SNAr-Reaktion toxikologisch nicht relevant ist. Dies gilt 
auch für das 2-Chlor- bzw. 2-Methylpyrazin: Im 2-Aminopyrazin verringert sich aufgrund 
des +M-Effektes der NH2-Gruppe die partielle positive Ladung am Pyrazin. Dies ist für 
eine SNAr-Reaktion reaktionshemmend. Dieser reaktionshemmende Einfluss wird bei 2-
Chlorpyrazin durch den +M-Effekt des Chlor-Atoms und im 2-Methylpyrazin durch den 
+I-Effekt der CH3-Gruppe hervorgerufen. 
Verglichen zum nichtreaktiven Verhalten des 2-Chlorpyrazins ist das 2,3-Dichlorpyrazin 
reaktiv toxisch. Demnach überwiegt hier der negative induktive Effekt des Chlors den +M-
Effekt erst bei einem zweiten anwesenden Cl-Atom. Infolge des –I-Effekts verringert sich 
für den Additionsschritt der SNAr-Reaktion die Elektronendichte und erleichtert den An-
griff eines Nukleophils (Schema 4.5.30). Dabei ist durch die Azaaktivierung der ipso-An-
griff zur Abgangsgruppe bevorzugt. 185 Dieses Reaktionsvermögen erklärt sich durch die 
partielle positive Ladung an den Positionen in Nachbarschaft zu den N-Atomen. Jene or-
tho-Position wird zusätzlich aktiviert, wenn hier z. B. ein Chlor-Atom substituiert ist.  
 
N
N Cl
Cl N
N Cl
ClNu
−
−Cl−
 
Schema 4.5.30 Nukleophile Substitution am 2,3-Dichlorpyrazin  
Der nukleophile Angriff im Zuge einer SNAr-Reaktion verläuft bevorzugt in ipso-
Position zur Abgangsgruppe.  
 
Neben 2,3-Dichlorpyrazin zeigte auch das Methyl-pyrazin-2-carboxylat ein erhöhtes toxi-
sches Potential. Allerdings spielt weder ein proelektrophiler noch ein elektrophiler Cha-
rakter des Stoffes eine Rolle und dennoch wird es enzymatisch gegiftet. Seine Reaktivität 
im In-vitro-Ansatz ist vermutlich durch anwesende Esterasen in Tetrahymena pyriformis 
verursacht (Schema 4.5.31).  
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Schema 4.5.31  Enzymatische Spaltung von Methyl-pyrazin-2-carboxylat 
Enzymatische Spaltung von Methyl-pyrazin-2-carboxylat durch aktive Esterasen. 
Infolgedessen kann sich Methanol (CH3OH) und die entsprechende Carbonsäure 
Pyrazin-2-carbonsäure bilden.186  
 
Infolge der enzymatischen Spaltung im Schema 4.5.31 wird das Pyrazin in die entspre-
chende Carbonsäure und Methanol gespalten.186 Dies verursacht womöglich einen toxi-
schen Konzentrationsanstieg an Methanol.  
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Ferner kommt es durch die Dissoziation der Carboxyl-Gruppe zur pH-Verringerung. Die 
pH-Änderung konnte im Bioassay vermutlich durch die Pufferkonzentration (2 g/L) nur in 
einem geringen Konzentrationsbereich ausgeglichen werden. Allerdings wurde während 
der Bestimmung der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung keine pH-Änderung überprüft, 
so dass die hier gemachten Angaben zur Toxizität des Methyl-pyrazin-2-carboxylats rein 
spekulativ sind. Eine pH-Verringerung kann letztendlich zum Säurestress der Ciliaten 
führen und hemmt das Wachstum. Diese Wirkung des Methyl-pyrazin-2-carboxylats wird 
u. a. aber auch genutzt, um dessen Potential als Antituberkulosemittel zu untersuchen. 
Denn auch gegenüber Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis und 
Mycobacterium kansasii zeigte es wachstumshemmende Wirkungen. 
 
Anhand der Ergebnisse wird erkennbar, dass die Pyrazine in der Bioassay-Analyse 
überwiegend narkotisch wirken. Diese Narkosewirkung kann tatsächlich die einzige Wirk-
stärke der Pyrazine sein. Es ist aber auch denkbar, dass eine enzymatische Aktivierung in 
Tetrahymena nicht stattfand bzw. erfasst wurde. Um diese Annahmen zu besätigen, müss-
ten weitere Messungen folgen.  
Eine Zusammenfassung der hier dargelegten Strukturalarme ist der Tabelle 4.5.13 zu ent-
nehmen.  
 
Tabelle 4.5.13 Strukturalarme der Pyrazine 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Pyrazine zu erkennen, wurden mögliche Struktur-
alarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den toxi-
kologisch relevanten Reaktionsmechanismen, zusammengefasst.  
Strukturalarm N
N
R2
R1 
N
N
R2
R1 
N
N
R2
R1 
Substitution R1 = H, Cl 
R2 = H, CH3, NH2, Cl,  
R1 = H, 
R2 = COOCH3 
R1 = Cl 
R2 = Cl 
log Te-Bereich 0,58 ... 1,00 1,56 2,00 
Reaktionsmechanismus keine Säurestress SNAr-Reaktion  
 
Pyrimidin. Im Gegensatz zu den Vertretern der Pyrazine stehen im Pyrimidin zwei endo-
zyklische N-Atome in 1,3-Position.  
Die untersuchten Pyrimidine und deren Einfluss auf Tetrahymena pyriformis sind im 
Schema 4.5.29 und der Tabelle 4.5.12 zusammengefasst. 
Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass 2,4-Dichlorpyrimidin nicht nur den größten Effekt 
(log EC50 = −4,80) auf das Wachstum hervorrief. Es ist auch die Verbindung mit dem 
größten log Kow-Wert. Im Gegensatz dazu hat das Pyrimidin (log EC50 = −1,64) die 
kleinste Wirkung gegenüber Tetrahymena pyriformis.  
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Überdies konnte für das 4,6-Dihydroxypyrimidin bis zur Sättigungskonzentration keine 
Wachstumshemmung ermittelt werden.  
Um eine Interpretation der Toxizität zu ermöglichen und damit den Zusammenhang zwi-
schen der Toxizität und dem hydrophoben Charakter zu verstehen, wurde das Narkosemo-
dell herangezogen (Abbildung 4.5.6). Es wird ersichtlich, dass drei Pyrimidine narkotisch 
wirken und drei reaktiv toxisch sind. Dabei konnte für das 2,4-Difluorpyrimidin der größte 
log Te-Wert mit 3,23 (log Kow = 0,34) quantifiziert werden. Mit einem isohydrophoben 
Charakter zum 2,4-Difluorpyrimidin zeigt allerdings das 2-Chlorpyrimidin die kleinste 
Toxizitätserhöhung mit log Te = 0,73, gefolgt von 4-Methylpyrimidin (log Te = 0,79).  
Anhand der Toxizitätserhöhungen kann auf mögliche toxikologisch relevante Reaktions-
mechanismen geschlossen werden. Es ist zu vermuten, dass bei den halogenierten Pyrimi-
dinen ein ähnlicher Reaktionsmechanismus vorliegt wie bei den Pyrazinen. Demnach 
reicht eine einfache Substitution mit Chlor in ortho-Position nicht aus, um das Pyrimidin 
für eine SNAr-Reaktion zu aktivieren. Erst die Anwesenheit eines zweiten Chlor-Atoms in 
ortho-Position zum zweiten N-Atom erleichtert eventuell diesen Mechanismus. So addiert 
sich in Verbindung mit den Elektronennegativitäten der endozyklischen Stickstoffatome 
das Elektronendefizit am Ringsystem und begünstigt eine nukleophile Substitution 
(Schema 4.5.32).  
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Schema 4.5.32 Mesomere Grenzstrukturen des Pyrimidins  
Betrachtung der Resonanz des Pyrimidins in Anlehnung an die Resonanz des Pyri-
dins. Durch den Elektronenzug der endozyklischen N-Atome bildet sich bevorzugt 
eine positive Ladung in ortho- bzw. para-Position zu den endozyklischen N-Ato-
men aus. Hier läuft eine SNAr-Reaktion begünstigt ab. 
 
Der geschwindigkeitsbestimmende erste Schritt, die Addition des Nukleophils, wird vor 
allem durch den Elektronenzug der Halogene und der Stickstoff-Atome begünstigt. Nach 
dem Schema 4.5.33 wird im zweiten Schritt ein Halogen eliminiert. Hierbei ist es wahr-
scheinlich, dass durch die Nachbarschaft der Stickstoffatome und der sterischen Abschir-
mung der ortho-Position nicht das entsprechende Halogen in dieser Stellung, sondern das 
in para-Position zum N-Atom 1 ausgetauscht wird.187  
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Schema 4.5.33 Nukleophile Substitution am 2,4-Dichlorpyrimidin  
Der nukleophile Angriff im Zuge einer SNAr-Reaktion verläuft bevorzugt in ipso-
Position zur Abgangsgruppe.  
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Neben der erhöhten Toxizität der dihalogenierten Pyrimidine überwiegt ebenso im 2-Ami-
nopyrimidin (log Te = 1,58) die erhöhte Toxizität gegenüber der erwarteten Narkose. 
Infolge des pKs um 3,76 liegt das 2-Aminopyrimidin am vorliegenden pH-Wert 
unprotoniert und damit in der Amino-Form vor.137 Das 2-Aminopyrimidin kann 
wahrscheinlich enzymatisch über das Hydroxylamin zum Nitrenium-Ion aktiviert und 
damit reaktiv toxisch werden, wie es bereits am 2-Aminopyridin erläutert wurde.53 
Eine ähnliche Wirkung wurde für aromatische Aminoverbindungen gegenüber Daphnia 
magna aber auch gegenüber der Fischbogenforelle und Medaka (japanischer Reisfisch) 
gefunden.9,188 Auch hier wirkten aromatische Aminoverbindungen reaktiv toxisch und 
nicht polar narkotisch wie eingangs im Abschnitt 2.1.2.1 erwähnt wurde. Somit ist es 
denkbar, dass Tetrahymena eine ähnliche Enzymausstattung enthält wie die 
Fischbogenforelle und Daphnia magna, um aromatische Aminoverbindungen zu 
aktivieren. Diese Aussage darf aber nicht als absolut angesehen werden. Es ist möglich, 
dass Tetrahymena lediglich gleiche Enzymfamilien wie die Fischbogenforelle und 
Daphnia magna enthält. Dadurch kann aber nicht gesagt werden, dass bei einem reaktiven 
Verhalten des 2-Aminopyrimidins im Bioassay sofort auf ein reaktives Verhalten 
gegenüber Fischen oder Wasserflöhen geschlossen werden kann. Es verdeulticht aber, dass 
eine Ähnlichkeit der Enzymsysteme denkbar ist und aromatische Aminoverbindungen ein 
analoges toxikologisches Verhalten in den drei Testspezien zeigen könnten.  
Ein möglicher Trend der Wirkstärke und der Toxizitätserhöhung durch toxikologisch rele-
vante Reaktionsmechanismen ist in Tabelle 4.5.14 erkennbar. 
 
Tabelle 4.5.14 Strukturalarme der Pyrimidine 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Pyrimidine zu erkennen, wurden mögliche Struk-
turalarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den 
toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen, zusammengefasst.  
Strukturalarm 
N
N R1
R2
R3  
N
N R1
R2
 
N
N R1
R2
 
Substitution R1 = H, Cl 
R2 = H, CH3, OH 
R3 = H, OH 
R1 = NH2 
R2 = H 
R1 = Cl, F 
R2 = Cl, F 
log Te-Bereich 0,73 ... 1,01 1,58 2,70 ... 3,23 
Reaktionsmechanismus keine enzymatische Bildung 
von Hydroxylamin 
SNAr-Reaktion  
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Pyridazin. Als dritte Vertreter der Diazine wurden Verbindungen der Pyridazine im Bio-
assay auf ihre elektrophilen und proelektrophilen Eigenschaften und damit auf ihr aqua-
tisch toxisches Potential untersucht (Schema 4.5.29, Tabelle 4.5.12). 
In dieser Stoffklasse sind die endozyklischen Stickstoffatome in 1,2-Position. Dadurch 
erhöht sich die lokale Wirkung der N-Atome in direkter Nachbarschaft und verringert 
gleichzeitig den elektronenziehenden Einfluss auf periphere CH2-Gruppen des Aromaten. 
Allerdings standen nur vier Vertreter für eine Diskussion zur Verfügung. Für diese 
Verbindungen konnten logarithmierte effektive Konzentrationen von −1,67 (3-Me-
thylpyridazin) bis −3,29 M (3,6-Dichlorpyridazin) ermittelt werden. 
Dabei lässt die effektive Konzentration des 3,6-Dichlorpyridazins auf eine hohe absolute 
Toxizität schließen. Wird jedoch die Toxizitätserhöhung berechnet, relativiert sich diese 
Aussage auf eine moderate Toxizität von log Te = 1,20.  
Die größte Abweichung zur Narkoseerwartung verursacht das 1,2-Dihydropyridazin-3,6-
dion (log Te = 1,57). Dieses Pyridazin kann zum einen als Hydrazid-Derivat und zum ande-
ren als Isomer eines 1,4-Dihydroxybenzol angesehen werden. Als vorliegendes 1,4-Dihy-
droxybenzol ist es proelektrophil. Somit ist im Zuge einer enzymatischen Redoxreaktion 
die Bildung des entsprechenden Ketons bzw. Maleinsäurehydrazids möglich, mit 
anschließender Rückreaktion zum 1,2-Dihydropyridazin-3,6-dion unter Bildung von ROS 
(Abschnitt 2.4.1.3). Des Weiteren ist bei aktiven Dehydrogenasen eine 
Wasserstoffabspaltung auf die Cofaktoren NAD+ und FAD+ unter Bildung des 
Maleinsäurehydrazids denkbar (Schema 4.5.34). Als Maleinsäurehydrazid entspricht es 
einer α,β-ungesättigten Carbonylverbindung und kann eine Micheal-Addition eingehen.   
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Schema 4.5.34  Oxidation des 1,2-Dihydropyridazin-3,6-dion 
Infolge der Oxidation des 1,2-Dihydroxy-3,6-dions zum Maleinsäurehydrazid 
über akive Dehydrogenasen ist eine anschließende Michael-Addition möglich.   
 
 
Werden die sich ergebenden erhöhten Toxizitäten der Pyridazine mit den log Te-Werten 
der Pyrazine und Pyrimidine verglichen, sind die Pyridazine stärker erhöht toxisch. Durch 
die direkte Nachbarschaft der endozyklischen Stickstoffatome im Pyridazin steigt deren 
Einfluss auf benachbarte Gruppen. Allerdings ist der polarisierende Einfluss eines weiteren 
Stickstoffatoms verglichen zu den Pyridinen gering. Somit ist denkabr, dass in Abhängig-
keit von der Substitution auch bei den Diazinen sowohl eine SNAr-Reaktion als auch eine 
Redoxreaktion möglich ist. Allerdings sollten auch hier in Anbetracht der geringen Daten-
lage Folgemessungen durchgeführt werden.  
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Eine Zusammenfassung der durch die ermittelten log Te-Werte denkbaren toxikologisch 
relevanten Reaktionsmechanismen in Abhängigkeit der Substitution ist in Tabelle 4.5.15 
dargestellt.  
 
Tabelle 4.5.15 Strukturalarme der Pyridazine 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Pyridazine zu erkennen, wurden mögliche Struktu-
ralarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den toxi-
kologisch relevanten Reaktionsmechanismen, zusammengefasst.  
Strukturalarm 
N
NR2
R1
 
N
NR2
R1
 
N
NR2
R1
 
Substitution R1 = H 
R2 = H, CH3 
R1 = OH 
R2 = OH 
R1 = Cl  
R2 = Cl 
log Te-Bereich 0,99 ... 1,47 1,57 1,20 
Reaktionsmechanismus keine nach enzymatischer Aktivierung 
ROS-Bildung und Michael-Addi-
tion 
SNAr-Reaktion  
 
 
 
4.5.5 In-vitro-Toxizität infolge einer Redoxreaktion 
Im Verlauf der Arbeit hat sich gezeigt, dass organische Fremdstoffe in Abhängigkeit ihres 
Substitutionsprofils und der enzymatischen Ausstattung der Ciliaten einer Redoxreaktion 
unterliegen können. Dadurch kann ROS und somit oxidativer Stress gebildet werden. Wie 
hoch die Toxizität von Verbindungen ist, die direkt zu einer Redoxreaktion befähigt sind, 
sollte mit der Untersuchung der Stoffklassen der Phenylpropanoide (≡ Eugenole) und der 
Dihydroxybenzole (≡ Hydrochinone) untersucht werden. Das mögliche reaktive Ausmaß 
ihrer Nebenprodukte und der elektrophilen Hauptprodukte soll in diesem und im nächsten 
Abschnitt 4.8 erläutert werden.  
Die erhaltenen Ergebnisse aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der Hydrochi-
none sind in der Tabelle 4.5.16 und der Abbildung 4.5.7 zusammengefasst. Die Strukturen 
können dem Schema 4.5.35 entnommen werden.  
Eine weitere Zusammenfassung der Toxizitätsdaten, der erhaltenen Anstiege der Konzen-
trations-Wirkungs-Beziehungen ist im Anhang dargelegt. 
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Schema 4.5.35  Strukturformeln der untersuchten Hydrochinone 
(A1) 2-Methoxy-1,4-hydrochinon, (A2) 1,4-Hydrochinon, (A3) 2-Methyl-1,4-hyd-
rochinon, (A4) 1,3-Hydrochinon, (A5) 2-Nitro-1,3-hydrochinon, (B1) 3-Me-
thoxy-1,2-hydrochinon, (B2) 1,2-Hydrochinon, (B3) 4-Methyl-1,2-hydrochinon, 
(B4) 4-Nitro-1,2-hydrochinon. 
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Tabelle 4.5.16 Zusammenfassung der Ergebnisse der Hydrochinone.  
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Wachstumshemmung log EC50 [M] der Hydrochinone, nach einer 24-h-Exposition, mit den log Kow-Werten, den be-
rechneten Fraktionen fs, fa und fges als substanzspezifische Parameter sowie die berechnete Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung Nr. log Kow log Kawe fa b fs b fges b log EC50 c [24 h] log Te d 
      [M] [24 h] 
Hydrochinone         
2-Methoxy-1,4-hydrochinon A1 0,47 −9,73 0 0,03 0,03 −3,66  ±  0,02 2,25 
1,4-Hydrochinon A2 0,59 −8,51 0 0,03 0,03 −3,23  ±  0,07 1,71 
1,3-Hydrochinon A4 0,80 −8,51 0 0,03 0,03 −2,31  ±  0,12 0,60 
3-Methoxy-1,2-hydrochinon B1 0,86 −9,73 0 0,03 0,03 −3,08  ±  0,08 1,32 
1,2-Hydrochinon B2 0,88 −8,51 0 0,04 0,04 −4,28  ±  0,10 2,51 
2-Methyl-1,4-hydrochinon A3 0,91 −8,46 0 0,04 0,04 −3,63  ±  0,11 1,83 
4-Methyl-1,2-hydrochinon B3 1,37 −8,46 0 0,04 0,04 −3,83  ±  0,19 1,61 
2-Nitro-1,3-hydrochinon A5 1,56 −3,97 0 0,04 0,04 −3,97  ±  0,02 1,58 
4-Nitro-1,2-hydrochinon B4 1,66 −10,9 0 0,04 0,04 −4,28  ±  0,06 1,80 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entspre-
chenden Substanz bei 28 °C nach Gleichung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch fa und fs beschrieben (fges = 
fa+fs). c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die eine 50%ige Hemmung auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis 
GL hervorruft. d Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die Narkoselevel-Toxizität.68 e Der log Kaw ist der Luft/Wasser Verteilungskoeffizient berechnet 
nach Gleichung 3.12. 
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Aus der Tabelle 4.5.16 wird deutlich, dass für die Hydrochinone ein log EC50-Bereich zwi-
schen −2,31 (1,3-Hydrochinon) und −4,28 (1,2-Hydrochinon, 4-Nitro-1,2-hydrochinon) 
bestimmt werden konnte. Dabei decken sie einen log Kow-Bereich von 0,47 (2-Methoxy-
1,4-hydrochinon) bis 1,66 (4-Nitro-1,2-hydrochinon) ab. Um ihre erhöhte Toxizität, bezo-
gen auf die Narkoselevel-Toxizität als Referenz zu verdeutlichen, soll Abbildung 4.5.7 
herangezogen werden.  
 
 
Abbildung 4.5.7 Toxizität der Hydrochinone 
Aufgetragen ist die Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charak-
ter log Kow der Hydrochinone (○) im Bioassay Tetrahymena pyriformis bei einer 
Exposition von 24 h. Die durchgezogene Linie repräsentiert die Narkoselevel-
Toxizität, die teilweise gestrichelte Linie  (-..-) soll den Bereich des log Te-
Wertes um 1 verdeutlichen.  
 
 
Nach Abbildung 4.5.7 weist das 1,3-Hydrochinon die kleinste absolute Toxizität und die 
kleinste Abweichung zur Narkoselevel-Toxizität (log Te = 0,60) auf. Es wirkt in dieser 
Gegenüberstellung narkotisch. Alle anderen sind reaktiv toxisch.  
Anhand der Abbildung 4.5.7 ist ersichtlich, dass die Hydrochinone eine Toxizitätserhö-
hung im Bereich von 0,60 bis 2,51 aufweisen. Die größte Abweichung der zu erwartenden 
Narkose wurde für das 1,2-Hydrochinon berechnet. Allerdings stellt diese Dihydroxy-Ver-
bindung per se eine nukleophile aromatische Verbindung dar, die als solche keine Alkylie-
rungsreaktionen mit endogenen Nukleophilen eingehen kann. Wie jedoch in den theoreti-
schen Grundlagen dargelegt wurde, stellen einige dieser Verbindungen Proelektrophile dar.  
Als Folge der Proelektrophilie kann auch das 1,2-Hydrochinon enzymatisch oxidiert wer-
den.49 Hierbei bildet sich das 1,2-Benzochinon. Diese Oxidation des 1,2-Hydrochinons und 
dessen hohe Toxizität sind ebenso gegenüber Pimephales promelas bekannt.189 Die beiden 
Spezies sind somit ähnlich sensitiv auf die Einwirkung des 1,2-Hydrochinons. 
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In diesem Diketon weist die direkte Nachbarschaft zweier CO-Gruppen eine größere Elek-
tronegativität als in para-Stellung der CO-Gruppen im 1,4-Benzochinon auf.49 Demnach 
hängt die Reaktivität der Hydrochinone von der Position der OH-Gruppen ab. Dieses Er-
gebnis deckt sich mit den Befunden von Schultz et al. (1,4-Hydrochinon: log EC50 = 
−3,47; 1,2-Hydrochinon: log EC50 = −3,75).49,56 Toxikologisch relevant werden die 
Redoxreaktion und die Michael-Addition. Die Fähigkeit der Benzochinone als alkylierende 
Michael-Akzeptoren zu fungieren, wurde bereits im Abschnitt 4.4.2 näher erläutert. 
Für eine Michael-Addition weist das sich bildende elektrophile 1,2-Benzochinon vier po-
tentielle nukleophile Angriffspunkte auf (Schema 4.5.36). Werden diese Positionen be-
setzt, verringert sich auch das reaktive Potential.  
 
O
O
 
 
Schema 4.5.36 Angriffspunkte für eine Michael-Addition mit nukleophilen Makromolekülen. 
 
Wobei auch hier die Substituenten einen unterschiedlichen Effekt hervorrufen: Elektronen-
ziehende erhöhen und elektronenschiebende Substituenten verringern die Wahrscheinlich-
keit einer solchen Reaktion, da die Elektronendichte am reaktiven Zentrum der Verbindung 
direkt beeinflusst wird. Ist allerdings ein Substituent am Angriffspunkt des Nukleophils 
konjugiert, ist der Substituent reaktionshemmend. Diese Positionen entsprechen den Koh-
lenstoffatomen am C-Atom 3, 4, 5 und 6.  
Somit erklärt es auch, dass 4-Methyl-1,2-hydrochinon (log Te = 1,61) und 4-Nitro-1,2-hyd-
rochinon (log Te = 1,80) weniger erhöht toxisch sind als 1,2-Hydrochinon. Nichtsdestotrotz 
lässt die moderate Toxizitätserhöhung des 4-Nitro-1,2-hydrochinons auf den möglichen 
Einfluss einer enzymatisch bedingten Oxidation (z. B. durch Nitrooxidasen) und den Ein-
fluss der NO2-Gruppe durch seinen –M-Effekts schließen. Aufgrund des negativen meso-
meren Effekts und des damit verbundenen Elektronenzugs wird das Molekül um eine freie 
Stelle für einen nukleophilen Angriff vermindert (Schema 4.5.37).   
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Schema 4.5.37  Reaktion des 4-Nitro-1,4-hydrochinons 
Enzymatische Oxidation des 4-Nitro-1,4-hydrochinons zum entsprechenden 1,2-
Benzochinon, wobei der –M-Effekt der Nitro-Gruppe (NO2) eine Verringerung 
der Angriffsstellen im Molekül verursacht. 
 
Darüber hinaus ist durch den größeren hydrophoben Charakters der substituierten 1,2-Hyd-
rochinone verglichen zum 1,2-Hydrochinon eine höhere Akkumulation in die Zellmembran 
jener substituierten 1,2-Hydrochinone denkbar. Diese bedingt eine verminderte biologische 
Verfügbarkeit für eine Reaktion mit nukleophilen Biomolekülen.  
Im Gegensatz zu diesen substituierten 1,2-Hydrochinonen und dem einfachen 1,2-Hydro-
chinon stehen im 1,3-Hydrochinon die OH-Gruppen in meta-Position. Dadurch ist keine 
Oxidation über eine radikalische Zwischenstufe zum Benzochinon möglich. Allerdings 
ergibt sich bei einer NO2-Substitution eine zehnfache Steigerung der reaktiven Toxizität 
(log Te = 1,58). Als Erklärung bieten sich zwei Möglichkeiten an. Zum einen ist dieses 
Hydrochinon infolge der OH-Gruppe und der NO2-Substitution in ortho-Position zu den 
OH-Gruppen zur Redoxreaktion befähigt. Zum anderen erwähnen Aptula et al. einen alter-
nativen Reaktionsweg (Schema 4.5.38).49 
Es ist denkbar, dass im Zuge einer Michael-Addition die Nitro-Gruppe in die Stabilisie-
rung der negativen Ladung involviert wird. Das 2-Nitro-1,3-hydrochinon liegt aufgrund 
der pKs-Werte (pKs1 = 7,07; pKs2 = 4,88) am pH 7,2 überwiegend nicht dissoziiert vor.137 
Hier ermöglicht die Nachbarschaft der zwei OH-Gruppen zur NO2-Gruppe die Ausbildung 
von Wasserstoffbrückenbindungen, die diesen Zustand stabilisieren.190 Der negative, 
mesomere Effekt der NO2-Gruppe bewirkt einen Elektronenzug in Richtung Stickstoff und 
bedingt eine partielle, positive Polarisierung der meta-Position zu den OH-Gruppen. Infol-
gedessen und dem Stabilisierungseffekt durch die Wasserstoffbrücken ist an dieser Stelle 
ein nukleophiler Angriff wahrscheinlich.  
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Schema 4.5.38   Reaktion des 2-Nitro-1,3-hydrochinons 
Abgewandelter toxikologisch relevanter Reaktionsmechanismus des 2-Nitro-1,3-
hydrochinons unter Einbezug der Nitro-Gruppe für den Angriff eines Nukleophils 
(Nu−). 
 
Stehen die OH-Gruppen in para-Position, sind auch diese Verbindungen erhöht toxisch. 
Damit ist auch 1,4-Hydrochinon mit log Te = 1,71 reaktiv toxisch.  
In dieser Arbeit hat eine Substitution mit elektronenschiebenden Gruppen am 1,4-
Hydrochinon keine reaktionshemmende Wirkung, wie sie am 1,2-Hydrochinon gegeben 
ist. So sind zum Beispiel 2-Methyl-1,4-hydrochinon und 2-Methoxy-1,4-hydrochinon im 
Bioassay stärker erhöht toxisch als die analogen Derivate des 1,2-Hydrochinons. Dies 
hängt wahrscheinlich mit der Entfernung der OH-Gruppen zueinander zusammen. Denn in 
Anbetracht der para-Stellung der OH-Gruppen des 2-Methyl-1,4-hydrochinons und 2-
Methoxy-1,4-hydrochinons ist deren gegenseitiger Einfluss gering. Allerdings können die 
Hydroxy-Gruppen in eine direkte Wechselwirkung mit benachbarten ortho-Substituenten 
treten. Diese Interaktion ermöglicht einen nukleophilen Angriff am Substituenten. Um je-
nen nukleophilen Angriff zu gewährleisten, muss jedoch die OH-Gruppe in ortho-Position 
zum Substituenten oxidiert (zur Carbonylgruppe) werden. Eine Oxidation des 2-Methoxy-
1,4-hydrochinons zum 2-Methoxy-1,4-benzochinon ermöglicht vermutlich eine nach dem 
Schema 4.5.39 erläuterte Michael-Addition. 2-Methyl-1,4-hydrochinon kann wahrschein-
lich enzymatisch über eine Dehydrogenase zum 1,2-Benzochinonmethid oxidiert werden. 
Als solches ergibt sich an der CH2-Gruppe ein potentielles elektrophiles Zentrum. Ein 
nukleophiler Angriff an diese CH2-Gruppe via Michael-Addition wird dann möglich, wenn 
die Carbonyl-Gruppe in direkter Nachbarschaft in die Reaktion involviert ist.  
 
OH
Nu
OHO
OH
Nu-HOH
OH
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Schema 4.5.39  Oxidation des 2-Methyl-1,4-hydrochinons  
2-Methyl-1,4-hydrochinon kann infolge einer enzymatischen Elektronenabgabe 
via Dehydrogenasen zum 1,2-Benzochinonmethid oxidiert werden. Dadurch 
ergibt sich an der CH2-Gruppe ein potentielles elektrophiles Zentrum für eine 
nukleophile Addition (Nu-H), modifiziert nach Aptula et al..49 
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Der log Te-Wert des 2-Methyl-1,4-hydrochinons ist jedoch verglichen zum 2-Methyl-1,4-
benzochinon kleiner. Dieser Reaktivitätsunterschied ist ebenso zwischen 1,4-Hydrochinon 
und 1,4-Benzochinon sowie zwischen 2-Methoxy-1,4-hydrochinon und 2-Methoxy-1,4-
benzochinon erkennbar. Jene Unterschiede in ihren log Te-Werten ergeben sich aus ihrem 
Potential zur Redoxreaktion. So müssten die Hydrochinone erst zu den entsprechenden 
Benzochinonen oxidiert werden, um anschließend als Michael-Akzeptoren zu fungieren. 
Dahingegen liegen die Benzochinone direkt als Michael-Akzeptoren vor und können sofort 
mit nukleophilen Biomolekülen interagieren.  
Somit hängt das reaktive Verhalten der Hydrochinone von deren Reaktionsgeschwindig-
keit zur Bildung der Benzochinone ab und ist toxizitätsbestimmend. Im Zuge dieser Re-
doxreaktion ist das toxische Profil der Hydrochinone zunächst durch die Bildung von ROS 
geprägt. Dieses verschiebt sich im Laufe der Gleichgewichtsreaktion und der Akkumula-
tion der gebildeten Benzochinone, was sich auch in deren log Te-Trend zeigt. Damit sind 
die Ciliaten bei einer Exposition gegenüber Hydrochinonen einer Mischung aus 
produzierten radikalischen Semichinonen und elektrophiler Benzochinonspezies ausge-
setzt, wenngleich das sich ergebende reaktive Profil nicht das toxische Ausmaß der direkt 
vorliegenden Benzochinone erreicht. Dadurch weisen die Hydrochinone ein geringen log 
Te-Trend um 1 bis 2 auf. 
 
Es ist daher denkbar, dass der hohe log Te-Bereich (log Te = 2,85 bis 4,59) bei den Ben-
zochinonen auf eine Dominanz der Michael-Addition hindeutet. Ergibt sich in der Bioas-
say-Analyse bei unbekannten Chinon-Derivaten ein log Te um 1 bis 2, ist eine dominante 
Redoxreaktion als Reaktionsmechanismus wahrscheinlich.  
Es wird deutlich, dass Tetrahymena als In-vitro-Ansatz eingesetzt werden könnte, um eine 
erste Vorhersage der Toxizität, ausgelöst durch relevante Reaktionsmechanismen, von 
Chinonen zu treffen.   
 
Zusammenfassend für die Toxizität der Hydrochinone kann festgehalten werden, dass de-
ren Beitrag zur Reaktivität vom Substitutionsmuster und der Stellung der OH-Gruppen 
zueinander abhängt. Eine Verallgemeinerung ihres toxischen Profils zur Vorhersage einer 
aquatischen Toxizität ist jedoch schwierig und ist konform mit ihrer unterschiedlichen 
Tendenz zur Mutagenität und Gentoxizität. Bereits Deviller et al. schlussfolgern in ihrem 
Review zum einen das divergente, toxische Ausmaß der Hydrochinone in In-vivo- und In-
vitro-Tests und zum anderen deren unterschiedliche Kapazität gegenüber verschiedenen 
Organismen zur Gentoxizität und Mutagenität.191  
In ihrer Zusammenfassung zeigen sie auf, dass Hydrochinone hoch toxisch für Fische sein 
können, wohingegen bis dato nur eine moderate akute und chronische Toxizität gegenüber 
terrestrischen Organismen bekannt sei. Dieses Toxizitätspotential wird auf ihre Fähigkeit 
zur Redoxreaktion und zur Oxidation zu elektrophilen Benzochinonen zurückgeführt. 
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Infolgedessen und der damit verursachten Bildung an reaktiven Neben- und 
Hauptprodukten haben Hydrochinone Einfluss auf die DNS (Mikronukleous- und 
Chromsomenänderung bzw. Zerfall), obwohl sie gegenüber Salmonella typhimurium im 
Ames-Test auf keine Mutagenität schließen lassen würden.  
Eine Zusammenfassung des log Te-Trends infolge toxikologisch relevanter Reaktionsme-
chanismen durch ausgewählte Hydrochinone und deren Substitutionsmuster ist in Tabelle 
4.5.17 gegeben. 
 
Tabelle 4.5.17 Strukturalarme der Hydrochinone 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Hydrochinone zu erkennen, wurden mögliche Struk-
turalarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und den 
toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen, zusammengefasst.  
Struktur-
alarm 
OH
R1
OH  
OH
OH
R1
R2  
OH
R1
OH 
Substitution R1 = H, CH3, OCH3 
 
R1 = H, OCH3 
R2 = H; NO2 
R1 = H, NO2 
 
log Te-
Bereich 
1,71 ... 2,25 1,32 ... 2,51 0,60 ... 1,58 
Reaktions-
mechanismus 
- Redoxreaktion 
- nach enzymatischer  
  Aktivierung Michael-  
  Addition 
- Redoxreaktion 
- nach enzymatischer   
  Aktivierung Michael-Addition  
- R1, R2 = H schnelle Oxidation 
-  Redoxreaktion 
-  Michael-Addition, wenn 
   R1 = NO2 
 
 
 
4.5.6 In-vitro-Toxizität vs. Sensibilisierung durch Eugenole und Isoeugenole 
Die Möglichkeit einer Redoxreaktion ist nach dem Abschnitt 4.7 auch bei der Stoffklasse 
der Eugenole denkbar, wobei sich ebenso ein benzochinoides System bilden kann (siehe 
Schema 4.5.40). Diese Eigenschaft wird zum Beispiel für die Herstellung von Aromen, 
Seifen, Ölen oder Stabilisatoren genutzt.192,193 Diese Einsatzmöglichkeiten ergeben sich 
nicht nur durch ihr Redoxvermögen. Eugenole sind proelektrophile Verbindungen, die 
nach Schema 4.5.40 zum Elektrophil oxidiert werden können, wobei das Elektrophil weiter 
reagieren kann.  
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Schema 4.5.40  Oxidation des Isoeugenols 
Enzymatische Oxidation als Beispiel am Iseugenol zum entsprechenden Ben-
zochinonmethid durch Peroxidase oder CYP-450 [O]. Gleichwohl sind die mög-
lichen nukleophilen Angriffspunkte am benzochinoiden System dargestellt.  
 
In der Literatur wird beschrieben, dass für eine Oxidation des Eugenols zum entsprechen-
den Benzochinonmethid das CYP-450-System und Peroxidasen verantwortlich sind.194,195 
Werden jedoch Schema 4.5.40 und Schema 4.5.41 genauer betrachtet, ist es rein spekulativ 
ebenso denkbar, dass Eugenol nicht über CYP-450 sondern über anwesende Dehydrogena-
sen oxidiert wird. Liegt das konjugierte Benzochinonmethid vor, werden haut- und lungen-
sensibilisierende Eigenschaften beschrieben. 171    
Des Weiteren wird erwähnt, dass bei Ratten und Hamstern nach Einwirkung von Eugenol 
u. a. pulmonale Ödeme und intestinale Blutungen aufgetreten sind.196 In vitro mit isolierten 
Rattenhepatocyten konnte ein Verbrauch an GSH bestimmt werden.  
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Schema 4.5.41  Oxidation des Eugenols 
Oxidation von Eugenol zum entsprechenden konjugierten Benzochinonmethid 
durch Peroxidase oder CYP-450 [O] und des bevorzugten nukleophilen Abfangs 
(GSH) an den aliphatischen Rest nach Thompson et al..196 Nicht gezeigt sind die 
möglich nukleophilen Angriffspunkte am benzochinoiden System.   
 
Für eine Quantifizierung der potentiellen Sensibilisierungsfähigkeit organischer Substan-
zen wurde häufig der sogenannte lokale Lymphknoten-Assay (Local lymph node assay ̶ 
LLNA) eingesetzt. Mit Hilfe des LLNA-Tests wird untersucht, ob eine Testsubstanz eine 
Lymphozytenproliferation in den Lymphknoten induziert.197  
Eine unbekannte Substanz wird dann als Sensibilisierer eingestuft, wenn die Lymphozy-
tenproliferation von chemikalienexponierten Säugetieren verglichen zur Kontrolle min-
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destens dreifach höher ist. Jene substanzbedingte Aktivitätssteigerung kann durch den EC3-
Wert quantifiziert werden.  
Ebenfalls gilt, dass je größer der EC3-Wert ist, desto größer muss die Substanzkonzentra-
tion sein, die zu einer Sensibilisierung führt. Diese Fähigkeit zur Sensibilisierung ist auch 
von der Struktur der eingesetzten Chemikalie abhängig. Es wird vermutet, dass eine Sub-
stanz mit elektrophilen Zentren eine Sensibilisierung oder eine erhöhte aquatische Toxizi-
tät hervorrufen kann. Demnach müsste für die Stoffklasse der Eugenole ein kleiner EC3-
Wert (ähnlich wie EC50) auf ein hohes Sensibilisierungspotential hinweisen. Ob dieser In-
vivo-EC3-Wert mit der In-vitro-Toxizitätserhöhung ausgewählter Eugenole übereinstimmt, 
wurde exemplarisch an sechs Vertretern diskutiert. Sollten sich ähnliche Tendenzen inner-
halb der Messgrößen ergeben, könnte über einen Einsatz von Tetrahymena zur prognosti-
schen Bestimmung potentieller Sensibilisierer nachgedacht werden. Hierfür wurden in ei-
ner 24-h-Exposition Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von sechs Eugenolen durch 
die Diplomandin Nicole Voigt aufgenommen.161 
Die Ergebnisse der Eugenole sind in der Tabelle 4.5.18 und die Strukturen im Schema 
4.5.42 zusammengefasst. Eine Zusammenfassung der Toxizitätsdaten mit den erhaltenen 
Anstiegen der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen ist im Anhang gezeigt. 
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Schema 4.5.42  Strukturformeln der Eugenole.  
(A1) Isoeugenol, (A2) Eugenol, (A3) Dihydroeugenol, (B1) Methylisoeugenol, 
(B2) Methyleugenol, (B3) Eugenolacetat  
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Tabelle 4.5.18 Zusammenfassung der Ergebnisse der Eugenole.  
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Wachstumshemmung log EC50 [M] der Eugenole  nach 
einer 24-h-Exposition, mit den log Kow-Werten, den berechneten Fraktionen fs, fa und fges als sub-
stanzspezifische Parameter sowie die berechnete Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung Nr. log Kow  fa b fs b fges b 
log EC50 c  
[24 h] log Te 
d
     [M] [24 h] 
Eugenole       
Isoeugenol A1 2,65 0 0,03 0,03 −4,03 ± 0,10   0,66
Eugenol A2 2,73 0 0,07 0,07 −3,48  ± 0,05   0,05
Dihydroeugenol A3 2,87 0 0,07 0,07 −3,67  ± 0,18   0,11
Methylisoeugenol B1 2,95 0,01 0,08 0,09 −3,87  ± 0,07   0,24
Methyleugenol B2 3,03 0,02 0,08 0,10 −3,55  ± 0,06 −0,16
Eugenolacetat B3 3,06 0 0,09 0,09 −3,66  ± 0,04 −0,07
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 er-
mittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entsprechenden Substanz bei 28 °C nach Glei-
chung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch 
fa und fs beschrieben (fges = fa+fs). c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der 
Verbindung, die eine 50%ige Hemmung auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervor-
ruft. d Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung zur Narkoselevel-Toxizität.68 
 
 
Aus der Tabelle 4.5.18 wird erkennbar, dass für Eugenol mit log EC50 −3,48 die kleinste 
Toxizität und für Isoeugenol mit −4,03 der größte Effekt im In-vitro-Test ermittelt wurde. 
Ferner ist aus der Tabelle 4.5.18 offensichtlich, dass das Isoeugenol den kleinsten log Kow-
Wert mit 2,65 und Eugenolacetat mit 3,06 den größten log Kow-Wert hat.  
Neben der Bestimmung der absoluten Toxizität wurde der Beitrag der Reaktivität der Eu-
genole zur Narkosewirkung ermittelt und ist in Abbildung 4.5.8 zu sehen. 
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Abbildung 4.5.8 Toxizität der Eugenole 
Aufgetragen ist die Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charakter 
log Kow der Eugenole (▲) im Bioassay Tetrahymena pyriformis bei einer Exposi-
tion von 24 h. Die durchgezogene Linie repräsentiert die Narkoselevel-Toxizität, 
die gestrichelte Linie soll den Bereich des log Te-Wertes um 1 verdeutlichen.  
 
 
In Abbildung 4.5.8 wird ersichtlich, dass sich für die sechs Eugenole log Te-Werte zwi-
schen −0,16 und 0,66 ergeben. Der größte log Te-Wert wurde für Isoeugenol mit 0,66 (log 
Kow = 2,65) quantifiziert, wohingegen sich der kleinste log Te mit −0,16 für Methyleugenol 
ergibt. Damit wirken im Ciliatenassay die sechs Eugenole narkotisch. 
In Anbetracht dieser Narkosewirkung ist es denkbar, dass die Eugenole in Tetrahymena 
nicht durch Peroxidasen, CYP-450 oder Dehydrogenasen zu Elektrophilen aktiviert wer-
den. Dies bestätigt eine mögliche Abwesenheit von CYP-450, wie es u. a. im Abschnitt 
4.5.2 erwähnt wurde. Es zeigt auch, dass vermutlich im Bioassay keine spezielle 
Enzymfamilie der Dehydrogenasen oder Peroxidasen anwesend ist, um Eugenole metabo-
lisch zu aktivieren.  
Die Toxizität der eigentlich redoxaktiven Eugenole unterscheidet sich damit von denen der 
Hydrochinone. Daher ist es wahrscheinlich, dass das toxische Potential der Hydrochinone 
durch andere aktive Enzymkomplexe (z. B. durch NADH-Cytochrom b5 Oxidase) und 
Cosubstrate hervorgerufen wird als für die Eugenole. Die Narkosewirkung lässt vermuten, 
dass über den In-vitro-Ansatz Tetrahymena eine mögliche Vorhersage einer 
Sensibilisierungsfähigkeit für die Eugenole schwierig ist.  
Inwieweit diese Hypothese für weitere bereits bekannte Sensibilisierer zutrifft, sollte 
nachfolgend geklärt werden. Hierfür wurden Zimtaldehyde und die Proelektrophile Gera-
niol, Linalool und Citral untersucht.194,198,199  
Die Strukturformeln und die Effektkonzentrationen der Zimtaldehyde und der Proelektro-
phile (Geraniol, Linalool, Citral) können dem Schema 4.5.43 bzw. der Tabelle 4.5.19 ent-
nommen werden..  
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Schema 4.5.43  Strukturformeln der untersuchten Zimtaldehyde und Citral, Geraniol und  
Linalool 
(A1) trans-4-Nitrozimtaldehyd, (A2) trans-Zimtaldehyd, (B1) trans-4-Me-
thoxyzimtaldehyd (B2) trans-4-Chlorzimtaldehyd, (C1) Gemisch aus Geranial 
(links, Citral A) und Neral (rechts, Citral B), (C2) Geraniol, (C3) Linalool. 
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Tabelle 4.5.19 Zusammenfassung der Ergebnisse der aromatischen Aldehyde und von Citral, Geraniol und Linalool.  
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Wachstumshemmung log EC50 [M] der Zimtaldehyde nach einer 48-h-Exposition und von Citral, Geraniol und 
Linalool nach einer 24-h-Exposition, mit den log Kow-Werten, den berechneten Fraktionen fs, fa und fges als substanzspezifische Parameter sowie die berechnete 
Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung Nr. CAS log Kowh log Kaw fa b fs b fges b log EC50 c  log Ted EC3 
        [M] [%] 
trans-4-Nitrozimtaldehyd A1 1734-79-8 −0,56 −6,49 0 0,03  −3,80 ± 0,01f 3,30 -- 
trans-Zimtaldehyd A2 104-55-2 1,90 −4,09 0,11 0,05  −3,71 ± 0,01 f 1,06 3,10 e 
trans-4-Methoxyzimtaldehyd B1 24680-50-0 1,93 −5,31 0,01 0,05  −3,42 ± 0,01 f 0,78 -- 
trans-4-Chlorzimtaldehyd B2 49678-02-6 2,46 −4,22 0,08 0,06  −4,04 ± 0,01 f 0,91 -- 
Citral A1 5392-40-5 3,45 −1,71 0,20 0,12 0,32 −4,22 ± 0,02 g 0,14 13,2 e 
Geraniol A2 106-24-1 3,56 −2,48 0,04 0,13 0,17 −4,05 ± 0,03 g −0,13 26,0 e 
Linalool B1 78-70-6 3,97 −2,63 0,03 0,17 0,20 −3,53 ± 0,10 g −1,02 30,0 e 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entspre-
chenden Substanz bei 28 °C nach Gleichung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. Durch fges wird der Verlustanteil insgesamt durch fa und fs beschrieben (fges = 
fa+fs) c Der log EC50 [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die eine 50%ige Hemmung des Wachstums der Ciliaten Tetrahymena pyrif-
ormis GL hervorruft. d Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung zur Narkoselevel-Toxizität.68 e Quellen: Fabjan et al.200, Roberts et al.201 f Effektive Konzentration 
wurde nach einer 48-h-Exposition ermittelt. g Effektive Konzentration wurde nach einer 24-h-Exposition ermittelt.h Der log Kaw ist der Luft/Wasser Verteilungskoeffizient be-
rechnet nach Gleichung 3.12. 
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Mit Hilfe der Tabelle 4.5.19 ist ersichtlich, dass für Geraniol, Linalool und Citral hohe 
log EC50-Werte ermittelt wurden. Für Citral wurde im Zuge der Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung der kleinste log EC50 von −4,22 M (log Kow = 3,45) ermittelt, wobei das Lina-
lool die größte effektive Konzentration mit −3,53 M (log Kow = 3,97) hervorrief. 
 
 
Abbildung 4.5.9 Toxizität ausgewählter Sensibilisierer 
Aufgetragen ist die Toxizität als log EC50 [M] gegen den hydrophoben Charakter 
log Kow der Eugenole (▲) und der Vergleichssubstanzen Linalool (○), Geraniol 
(●) und des Citrals (◊) und der Zimtaldehyde (○) im Bioassay Tetrahymena py-
riformis bei einer Exposition von 24 h bzw. nach einer 48-h-Exposition (Zimtal-
dehyde). Die durchgezogene Linie repräsentiert die Narkoselevel-Toxizität, die 
gestrichelte Linie soll den Bereich des log Te-Wertes um 1 verdeutlichen.  
 
 
In Abhängigkeit ihrer Toxizität zum log Kow-Wert und der damit verbundenen Berücksich-
tigung der Narkoselevel-Toxizität (Abbildung 4.5.9) ergibt sich ein log Te-Bereich von 
−1,02 (Linalool) bis 0,14 (Citral). Somit wirken auch diese Substanzen auf Narkoseniveau. 
Damit wirken sie wie die Eugenole narkotisch.  
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass keine Reaktionsmechanismen toxikologisch rele-
vant sind und keine Enzymsysteme wie Peroxidasen, CYP-450 oder Dehydrogenasen Ge-
raniol und Linalool zu den elektrophilen Carbonylverbindungen aktivieren. 
Im Citral ist die β-Position zur Carbonyl-Gruppe sterisch abgeschirmt. Dies erschwert an 
der β-Position einen nukleophilen Angriff und ist reaktionshemmend. Gleichwohl spricht 
die Narkosewirkung auch gegen eine 1,2-Addition an die Carbonyl-Gruppe. 
 
Für die Zimtaldehyde ist aus der Tabelle 4.5.19 und der Abbildung 4.5.9 ersichtlich, dass 
sie einen log EC50-Bereich von −3,42 (trans-4-Methoxyzimtaldehyd) bis −4,04 (trans-4-
Chlorzimtaldehyd) abdecken sowie einen log Kow-Bereich von −0,56 (trans-4-
Nitrozimtaldehyd) bis 2,46 (trans-4-Chlorzimtaldehyd).  
log Kow
-2 0 2 4 6
lo
g 
E
C
50
 [M
]
-8
-6
-4
-2
0
2
Ergebnisse und Diskussion  171 
 
Des Weiteren wurde für trans-Zimtaldehyd mit log EC50 = −3,71 eine Toxizität ermittelt, 
die größer ist, als sie beispielsweise gegenüber Saccharomyces cerevisiae bekannt ist. Hier 
führte die Exposition gegenüber trans-Zimtaldehyd bereits bei einem log EC50 um −3,08 
zu einer Hemmung der β-(1,3)-Glucansynthese. β-(1,3)-Glucan ist für den Aufbau der 
bakteriellen Zellwand von entscheidender Bedeutung.202  
Anhand der Tabelle 4.5.19 wird deutlich, dass für die Zimtaldehyde log Te-Werte von 0,78 
(trans-4-Methoxyzimtaldehyd) bis 3,30 (trans-4-Nitrozimtaldehyd) berechnet wurden. 
Somit ist trans-4-Nitrozimtaldehyd erhöht toxisch. Dahingegen wirkten trans-4-
Methoxyzimtaldehyd und trans-4-Chlorzimtaldehyd narkotisch. Für Zimtaldehyd (log Kow 
= 1,90; log Te = 1,06) konnte eine Toxizität ermittelt werden, die im Grenzbereich 
zwischen narkotisch und reaktiv-toxisch liegt. Dabei kann der Zimtaldehyd aufgrund sei-
ner Struktur als reaktiv toxisch angesehen werden: Als α,β-ungesättigte Carbonylverbin-
dung ist es nach dem Schema 2.2.1 zu einer Michael-Addition, aber auch zu einer 1,2-
Addition am Carbonyl-Zentrum befähigt. Infolgedessen verursacht es, oral aufgenommen, 
eine Abnahme des hepatischen GSH-Spiegels in vivo in Ratten.203 Allerdings ist diese 
Fähigkeit zur Michael-Addition im trans-4-Methoxyzimtaldehyd (log Kow = 1,93; log Te = 
0,78) vermindert. Durch die Vinylogie der Doppelbindung und die Anwesenheit der Me-
thoxy-Substitution verringert sich die partielle positive Ladung am β-Kohlenstoffatom, die 
letztendlich eine Michael-Addition erschwert. Im Gegensatz zum reaktionshemmenden 
Einfluss der Substituenten am trans-4-Methoxyzimtaldehyd ist eine anwesende NO2-
Gruppe reaktionssteigernd. Dies liegt in der Veranlagung der NO2-Funktion, die C=C-
Doppelbindung durch den –I- und –M-Effekt partiell positiv zu polarisieren. Dieser Sub-
stituenteneffekt an α,β-ungesättigten Carbonylverbindungen wird auch maßgeblich für die 
hautsensibilisierenden Eigenschaften potentieller Hautsensibilisier verantwortlich ge-
macht.204 Denn strukturell gesehen, handelt es sich beim trans-4-Nitrozimtaldehyd um eine 
α,β-ungesättigte Carbonylverbindung.11  
Als solche erhöht die eingangs erwähnte Nitro-Gruppe, aber auch die Aldehyd-Gruppe, die 
partielle positive Ladung am β-Kohlenstoffatom. Dies erleichtert eine Alkylierung via Mi-
chael-Addition nach dem Schema 4.5.44. 
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Schema 4.5.44  Michael-Addition am 4-Nitrozimtaldehyd 
Aufgrund des sowohl negativen induktiven als auch negativen mesomeren Effekts 
ist über eine Polarisierung der Doppelbindung eine Michael-Addition mit nukleo-
philen Makromolekülen (Nu-H) möglich.  
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Dieser Reaktionsmechanismus erklärt das reaktive Verhalten des trans-4-Nitrozimtaldehy-
des. Eine Zusammenfassung der sich ergebenden Strukturalarme für die Zimtaldehyde ist 
am Ende des Abschnittes in der Tabelle 4.5.21 dargestellt. 
Im Gegensatz zur Narkosewirkung des Citrals, Geraniols und Linalools konnten somit für 
Zimtaldehyd und trans-4-Nitrozimtaldehyd log Te-Werte ermittelt werden, die auf eine 
erhöhte Toxizität hindeuten. Ferner wird in der Literatur beschrieben, dass Zimtaldehyde 
über ihre Carbonyl-Funktion perkutan mit Proteinen der Haut Schiff´sche Basen bilden 
und damit Sensibilisierer sind. 203,205 Nach Camilla et al. konnte für trans-Zimtaldehyd ein 
EC3-Wert um 1,3 % ermittelt werden, was auf eine moderat hautsensibilisierende Ei-
genschaft hindeutet. 
Allerdings hängt das reaktive Verhalten der untersuchten Zimtaldehyde maßgeblich von 
deren Substitutionsmuster ab: Die Grundstruktur des Zimtaldehydes ist an sich zu nukleo-
philen Alkylierungen befähigt, was für die Eugenole, Geraniol und Linalool erst im Zuge 
der Metabolisierung möglich ist. Daher spielt es eine entscheidende Rolle, welcher Testor-
ganismus eingesetzt wird, um eine enzymatische Biotransformation organischer Fremd-
stoffe zu ermöglichen und deren Wirkstärke zu beurteilen.  
 
Für die Quantifizierung einer potentiellen Sensibilisierung wurde eine Gegenüberstellung 
der in dieser Arbeit ermittelten aquatischen Toxizität möglicher Sensibilisierer mit ihren 
Literatur-EC3-Werten vorgenommen.  
Allerdings standen aus der Literatur nur wenige EC3-Werte zur Verfügung, wodurch nur 
einige Vertreter verglichen werden konnten. Jene Verbindungen sind mit ihren Toxizitäts-
daten aus dieser Arbeit und den Literaturwerten in der Tabelle 4.5.20 zusammengefasst. 
 
Ergebnisse und Diskussion  173 
 
 
Tabelle 4.5.20 Zusammenfassung der Ergebnisse potentieller Sensibilisierer.  
Zusammenfassung der Ergebnisse potentieller Sensibilisierer (EC3) mit deren log Kow-Werten, den 
effektiven Konzentrationen log EC50 [M] nach einer 24-h-Exposition im In-vitro-Ansatz und der 
berechneten Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung CAS log Kow log EC50 b [24 h] log Tec EC3d
   [M]  [%]
1,4-Benzochinon 106-51-4 0,20 −5,22 ± 0,02 4,05 0,01
1,4-Hydrochinon 123-31-9 0,59 −3,23 ± 0,07 1,71 0,10
1,3-Hydrochinon 108-46-3 0,80 −2,31 ± 0,12 0,60 nc
3,4-Dihydrocumarin 119-84-6 0,97 −3,05 ± 0,07 1,19 5,60
Cumarin 91-64-5 1,51 −3,02 ± 0,05 0,68 nc
trans-Hexenal 6728-26-3 1,58 −4,01 ± 0,02 1,61 5,50
trans-Zimtaldehyd 104-55-2 1,90   −3,71 ± 0,004 1,06 3,10
Zimtalkohol 104-54-1 1,95 −3,36 ± 0,11 0,64 21
Isoeugenol 97-54-1 2,65 −4,03 ± 0,10 0,66 1,80
Eugenol 97-53-0 2,73 −3,48 ± 0,05 0,05 12,90
Dihydroeugenol 2785-87-7 2,87 −3,67 ± 0,18 0,11 6,80
Citral 5392-40-5 3,45 −4,22 ± 0,02 0,14 13,20
Geraniol 106-24-1 3,56 −4,05 ± 0,03 −0,13 26,0
Linalool 78-70-6 3,97 −3,53 ± 0,10 −1,02 30,0
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 er-
mittelt. b Der log EC50 [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die 
einen 50%igen Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. c Der log Te-
Wert entspricht der Toxizitätserhöhung zur Narkoselevel-Toxizität.68 d Quellen: Fabjan et al.200, Roberts et 
al.201 ,Schultz et al. 206, Aptula et al.204, wobei nc mit „not calculable“ angegeben wird. 
 
  
In Tabelle 4.5.20 sind die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen mit den ermittelten log 
EC50-, log Te- und ihren EC3-Werten zu sehen. Für eine bessere Übersicht erfolgte auch 
hier eine Gruppierung nach steigendem log Kow-Wert. Dieser log Kow-Bereich erstreckt 
sich von 0,20 (1,4-Benzochinon) bis 3,97 (Linalool). Der Toxizitätsbereich gegenüber Tet-
rahymena pyriformis ergab log EC50-Werte von −2,31 (1,3-Hydrochinon) bis −5,22 (1,4-
Benzochinon). Zudem konnte auch für 1,4-Benzochinon mit 0,01 % das größte Potential 
zur Sensibilisierung ermittelt werden. Dahingegen werden ca. 30 % Linalool verglichen 
zur Kontrollgruppe benötigt, um einen sensibilisierenden Effekt auszulösen.  
Um einen Vergleich zwischen der aquatischen Toxizität und der In-vivo-Toxizität infolge 
einer Sensibilisierung zu ermöglichen, wurde im Folgenden der in vivo EC3-Wert mit dem 
in vitro log-Te-Wert verglichen.  
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Der log Te-Wert wurde verwendet, da dieser dem Toxizitätsbeitrag der Substanz entspricht, 
der aufgrund relevanter Reaktionsmechanismen eine erhöhte aquatische Toxizität 
gegenüber der Narkoseerwartung verursacht.  
Jene Reaktionsmechanismen wie eine mögliche Michael-Addition, eine Redoxreaktion 
oder die Bildung einer Schiff´schen Base sind letztendlich auch in vivo für das Sensibilisie-
rungspotential verantwortlich. Der Zusammenhang zwischen log Te und EC3 ist in 
Abbildung 4.5.10 graphisch dargestellt.  
 
 
Abbildung 4.5.10  Sensibilisierungspotential gegenüber Toxizitätserhöhung  
Sensibilisierungspotential EC3 in vivo (%) gegenüber der Toxizitätserhöhung 
log Te in vitro potentieller Sensibilisierer.  
 
 
Aus dieser Abbildung 4.5.10 und Tabelle 4.5.20 ist ein log Te-Bereich von −1,02 (Lina-
lool) bis 4,05 (1,4-Benzochinon) erkennbar. Der EC3-Bereich erstreckt sich von 0,01 % 
(1,4-Benzochinon) bis 30 % (Linalool). 
Zudem wird deutlich, dass prinzipiell eine kleine Toxizitätserhöhung einer Substanz in 
vitro mit einem kleinen Sensibilisierungseffekt des Stoffes in vivo einhergeht. Demnach 
wäre ein geringes Risiko zur Sensibilisierung gegeben, wenn die Substanz im Ciliatenbio-
assay narkotisch wirken.  
Beispielsweise wirken die untersuchten Eugenole gegenüber Tetrahymena narkotisch. In 
vivo sind Eugenol (EC3 = 12,9 %, schwach) und Dihydroeugenol (EC3 = 6,8 %, moderat) 
sensibilisierend, was auf gebildete Benzochinonmethide und ROS zurückgeführt werden 
kann.194, 204,195 Zudem lösten sie gegenüber Mäusen eine hepatische Toxizität aus.196 Im 
Gegensatz dazu ist 1,4-Benzochinon in vitro erhöht toxisch (log Te = 4,05) und hat zu-
gleich ein hohes Sensibilisierungspotential (EC3 = 0,01 %).  
Diese Ergebnisse könnten prinzipiell auf den Trend hindeuten, dass bei einem ermittelten 
In-vitro-log-Te-Wert ≤ 1 das Sensibilisierungspotential gering ist und mit einem EC3-Wert 
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> 10 % in vivo zu rechnen wäre. Ergibt sich dahingegen eine Toxizitätserhöhung über einer 
log-Einheit von 1, ist es wahrscheinlich, dass die vermeintliche Substanz auch in vivo ein 
hohes Sensibilisierungspotential mit EC3 < 10 % aufweist. Um diesen Trend zu bestätigen, 
müssten weitere Substanzen untersucht werden, da sich auch bei den hier untersuchten 
Substanzen zum Teil Abweichungen zeigten. Beispielsweise wirkt Isoeugenol in vitro 
narkotisch und hat dennoch ein hohes Sensibilisierungspotential (EC3 = 1,7 %).  
Eindeutige Aussagen über die Sensibilisierungseigenschaften der hier untersuchten 
Verbindungen waren also nicht möglich. Dennoch deutet der Ergebnisvergleich LLNA-In-
vitro-Ansatz darauf hin, dass bei einem direkten reaktiven Verhalten von Stoffen im Bioas-
say ein wahrscheinliches Sensibilisierungspotential möglich ist. Dies hängt vom Substitu-
tionsmuster und der ablaufenden Reaktionsmechanismen ab.  
 
Tabelle 4.5.21 Strukturalarme der Zimtaldehyde 
Um einen Trend des toxischen Potentials der Zimtaldehyde zu erkennen, wurden mögliche 
Strukturalarme in Abhängigkeit der Substitution, mit den sich ergebenden log Te-Bereichen und 
den toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen, zusammengefasst.  
 
Strukturalarm 
H
O
R
13
2
 
Substitution R1 = H, NO2, Cl 
log Te-Bereich 0,91 ... 3,30 
Reaktions-mechanismus Michael-Addition 
 
 
4.5.7 Zimtaldehyde im Zytotoxizitätstest 
Die Anwendbarkeit des Bioassays Tetrahymena als Zytotoxizitätstests wurde auch für die 
eben diskutierten Zimtaldehyde im Zuge der Diplomarbeit von Olaf Sill untersucht.135 Es 
sollte geprüft werden, ob über die eingangs erwähnten Zytotoxizitätstests ein Stoffeinfluss 
auf die Reduktasen (MTT-Test) und Esterasen (FDA-Test) bestimmt werden kann. Die 
ausgewählten Stoffe können dem Schema 4.5.43, Seite 168 entnommen werden. Die 
Ergebnisse aus dem FDA-Test wurden bereits im Abschnitt 4.4 erläutert. 
Als Aromastoffe aber auch aufgrund antioxidativer, antimikrobieller und antiin-
flammatorischer Eigenschaften finden diese Einzug in unseren täglichen Gebrauch. So ist 
der Zimtaldehyd der bisher einzige Michael-Akzeptor, der als Nahrungsbestandteil zuge-
setzt werden darf. 145,203 Des Weiteren stellen sie α,β-ungesättigte Carbonylverbindungen 
dar und könnten in vivo Sensibilisierungen hervorrufen.207  
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Da bereits im Abschnitt 4.2.4 erwähnt wurde, dass für aussagekräftige Ergebnisse im 
MTT- und FDA-Test eine 48-h-Exposition nötig ist, wurde auch diese Zeit hier angewen-
det. Die ermittelten log MTT- und log EC50-Werte sind in der Tabelle 4.5.22 zusammenge-
fasst. Eine Zusammenstellung dieser Ergebnisse in Verbindung mit den Hillanstiegen der 
Stoffe befindet sich im Anhang. 
 
Tabelle 4.5.22 Zusammenfassung der Toxizitätsdaten der Zimtaldehyde. 
Zusammengefasst sind neben dem Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten log Kow und den be-
rechneten fraktionalen Anteilen fa, fs als substanzspezifische Parameter die Toxizitätswerte im 
WHT log EC50- [M] und die im MTT-Test ermittelten log MTT [M] der Michael-Akzeptoren nach 
48 h im Bioassay mit Tetrahymena pyriformis.  
Verbindung Nr. logKowa fab fsb log EC50 
[48 h] 
log MTT 
[48 h] 
     [M] [M] 
Aldehyde     
trans-4-Nitrozimtaldehyd A1 −0,56 0 0,03 −3,80 ± 0,01 −3,66 ± 0,02
trans-Zimtaldehyd A2 1,90 0,11 0,05 −3,71 ± 0,01 −3,68 ± 0,01
trans-4-Methoxyzimtaldehyd B1 1,93 0,01 0,05 −3,42 ± 0,01 −3,33 ± 0,01
trans-4-Chlorzimtaldehyd B2 2,46 0,08 0,06 −4,04 ± 0,01 −4,03 ± 0,01
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 er-
mittelt. b fa gibt den fraktionalen Anteil durch Flüchtigkeit der entsprechenden Substanz bei 28 °C nach Glei-
chung 3.13 an und fs durch Sorption nach Gleichung 3.15. c Der log ECହ଴ bzw. log MTT  [mol/L] ist die 
biologisch verfügbare, effektive bzw. inhibierende Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen Effekt 
auf das Wachstum (log MTT-Enzymhemmung) der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. 
 
Aus der Tabelle 4.5.22 wird ersichtlich, dass die Zimtaldehyde einen log EC50-Bereich von 
−3,42 bis −4,04 abdecken. Die log MTT-Werte liegen im Bereich von −3,33 bis −4,03 mit 
einem log Kow-Bereich von −0,56 (trans-4-Nitrozimtaldehyd) bis 2,46 (trans-4-Chlorzim-
taldehyd). Nach der Tabelle 4.5.22 ist es offensichtlich, dass für den trans-4-
Chlorzimtaldehyd sowohl im WHT mit log EC50 = −4,04 (log Kow = 2,46) als auch im 
Zuge des MTT-Test (log MTT = −4,03) die größte Toxizität ermittelt werden. Für trans-4-
Methoxyzimtaldehyd ergab sich der größte log EC50-Wert mit −3,42 (log Kow = 1,93), aber 
auch der größte log MTT-Wert um −3,33.  
Ähnlich wie im Abschnitt 4.2.4 sind die in der Tabelle 4.5.22 ersichtlichen Konzentratio-
nen aus dem WHT und MTT-Test fast gleich. Eine Gegenüberstellung log MTT gegen log 
EC50 ist in der Abbildung 4.5.11 dargestellt, wobei sich die Gleichung 4.17 (r2 = 0,95, rms 
= 0,07) ergibt.  
 
   log MTTସ଼୦ = 1,04 (± 0,14) · log ECହ଴ସ଼୦ + 0,20 (± 0,53)  (4.17) 
   n = 5, r2 = 0,95, rms = 0,07 
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Abbildung 4.5.11 Vergleich log MTT gegen log EC50 ungesättigter Aldehyde 
Vergleich log MTT-Werte [M] aus dem MTT-Test mit den log EC50-Werten 
[M] aus dem WHT ungesättigter Aldehyde nach einer Exposition von 48 h ge-
genüber Tetrahymena pyriformis. 
 
Anhand der Abbildung 4.5.11 wird deutlich, dass die Ergebnisse der log MTT-Werte ge-
gen die log EC50-Werte aufgetragen sind und sich an der 1:1-Linie verteilen. Es ist 
offensichtlich, dass die log MTT-Werte ähnlich groß sind wie die log EC50-Werte (siehe 
dazu Tabelle 4.5.22).  
Allerdings konnten für die Zimtaldehyde analog zu den im Abschnitt 4.3 erwähnten 
Narkosestoffe MTT-Ergebnisse erst nach 48 h ermittelt werden. 161 Damit ist auch hier 
denkbar, dass die Bestimmung der Enzymaktivität nicht direkt Rückschlüsse auf eine 
Wachtumshemmung ermöglicht, da eine Enzymhemmung erst später eintritt. Es kann aber 
auch hier vermutet werden, dass sich bei einer Wachstumshemmung, eine 
Enzyminhibierung anschließen wird.  
Denkar wäre, dass es nach Abschnitt 2.6.1 bei einer Fremdstoffeinwirkung zur Freisetzung 
spezifischer Proteasen durch AIF und der gleichzeitigen Erhöhung der Membranpermeabi-
lität der Mitochondrien kommt.208 Dies bedingt eine Freilassung der Cytochrome der 
Atmungskette und erhöht den Spiegel der Reduktionsäquivalente und Elektronen im 
extramitochondrialen Raum.209 Dieser Anstieg im Zytosol verursacht nach 24 h zunächst 
eine erhöhte Reduktion des MTT zum Formazan. Funk et al. geben an, dass MTT bei an-
wesenden, reduzierten Thiolgruppen (Cystein oder Glutathion) ebenfalls zum Formazan 
reduziert werden kann, was zu falsch positiven Ergebnissen führen würde.94 Allerdings 
bleibt im weiteren Verlauf die Zellatmung durch die Fremdstoffexposition, durch einen 
fehlenden Protonengradienten und fehlender Reduktionsäquivalenten aus.  
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Aus der Permeabilitätserhöhung der mitochondrialen Membran und reduzierender 
Thiolgruppen resultiert folglich nach 48 h das Absterben der Zellen und verringert bei 
einer MTT-Einwirkung die Bildung von Formazan.  
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5 Zusammenfassung & Ausblick 
Mit der EU-Chemikalienverordnung REACH muss eine Risikobewertung aller auf dem 
europäischen Markt im Umlauf befindlichen Chemikalien erfolgen. Diese Risikobewer-
tungen sollen weitestgehend tierversuchsarm durchgeführt werden. Integrierte Teststrate-
gien (ITS) bieten hierfür die Möglichkeit der Zusammenführung von Ergebnissen, die aus 
unterschiedlichen alternativen Testmethoden gewonnen werden.8,23 Hierzu zählen u. a. In-
vitro-Methoden, mit deren Hilfe das toxische Potential unbekannter Chemikalien bestimmt 
bzw. vorhergesagt werden kann. Die Risikobewertung kann z. B. gegenüber Einzellern 
anhand von Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen und daraus abgeleiteten Struktur-Ak-
tivitäts-Beziehungen beurteilt werden.3 
Das grundlegende Ziel dieser Promotionsarbeit war eine Analyse des toxischen Potentials 
von elektrophilen und proelektrophilen Fremdstoffen gegenüber Tetrahymena pyriformis. 
Weiterhin sollte geprüft werden, ob die Ciliaten aufgrund ihrer Enzymkapazität als In-
vitro-Methode im Rahmen von ITS geeignet sind, um auch den proelektrophilen 
Fremdstoffeinfluss toxikologisch zu charakterisieren.  
In der Bioassay-Analyse wurde der Einzeller Tetrahymena pyriformis gegenüber 168 (10 
α,β-ungesättigte Carbonylverbindungen, 18 Chinone, 10 Cumarine, 9 Furane, 6 Thiophene, 
20 Azine, 17 Diazine, 13 Sensibilisierer, 17 Narkosestoffe, 3 x 16 Carbonsäuren) 
organischen Substanzen für 24 und 48 h exponiert. Über die Wachstumshemmung der 
Ciliaten konnten Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen erstellt und damit die effektive 
Konzentration (50%-ige Wachstumshemmung, EC50) als Maß der Toxizität bestimmt 
werden.  
Zur Berücksichtigung der tatsächlichen bioverfügbaren Teststoffkonzentration wurden 
Korrekturen der nominal eingesetzten Konzentration für den Substanzverlust durch 
Verflüchtigung (fa) und Sorption (fs) durchgeführt.5 Erstere erfolgte nach Schramm et al.. 24 
Für die Bestimmung des Stoffverlustes durch Sorption an toten Zellen, Medium-
bestandteile oder die Glaswand sollte in dieser Doktorarbeit die Abhängigkeit zwischen 
der Sorption und den Stoffeigenschaften empirisch in einen Zusammenhang gebracht 
werden. Entsprechend wurde die Abraham-Gleichung (Gleichung 2.19, ab Seite 39) 
herangezogen. Mithilfe der Abraham-Gleichung werden verschiedene Substanz-
eigenschaften berücksichtigt, die das Sorptionsverhalten der Stoffe beeinflussen kann. Es 
zeigte sich allerdings, dass für die Implementierung einer Abraham-Gleichung der hier 
untersuchte Trainingssatz aus 25 Substanzen mit bekannten Stoffdeskriptoren zu klein war, 
um ein aussagekräftiges Vorhersagemodell zu generieren (r2 = 0,70, rms = 0,10, ݍୡ୴ଶ  = 
0,30, rmscv = 0,14). In naher Zukunft sollte daher der Trainingssatz für die Bestimmung 
der Systemdeskriptoren und der Implementierung der Abraham-Gleichung erweitert 
werden. Um dennoch die Sorptionsfähigkeit der Stoffe zu berücksichtigen, wurde der 
Zusammenhang zwischen fs und der Hydrophobie untersucht. Unter Verwendung des log 
Kow-Wertes konnte ein exponentieller Zusammenhang zu fs (r2 = 0,90, rms = 0,05) ermittelt 
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werden. Womöglich nimmt das Sorptionsverhalten mit steigendem log Kow-Wert nicht-
linear zu. Aufgrund der guten Güte der Kalibrierung wurde diese Gleichung zur Korrektur 
der Stoffkonzentration durch Sorption für die hier untersuchten Stoffe herangezogen.  
Chemikalien, deren Toxizität gegenüber den Ciliaten hauptsächlich durch reversible 
Wechselwirkungen mit den Zellmembranen geprägt ist, bildeten für alle folgenden Analy-
sen das Referenzsystem die Narkoselevel-Toxizität.10 Eine Abweichung der Toxizität zur 
Narkoseerwartung in Form einer Toxizitätserhöhung (Te) zeigte sich, wenn eine Substanz 
zu irreversiblen toxikologisch relevanten Reaktionsmechanismen befähigt ist. Durch die 
Analyse der EC50- und damit der Te-Daten gelang es, Struktur-Toxizitäts-Beziehungen zu 
identifizieren und Strukturalarme abzuleiten.5,120 
Entsprechend wurden diese Struktur-Aktivitäts-Beziehungen für nicht-ionogene und 
ionogene Verbindungen untersucht, wobei letztere Besonderheiten aufwiesen.98,99 Die 
Wirkung hydrophober ionisierbarer Carbonsäuren hing vor allem von ihrem Dissoziations-
grad ab und beeinflusste die Bioverfügbarkeit.100 Entweder konkurrierte ein 
toxizitätsauslösender Säurestress mit einem Chemikalienstress oder beide Stresssituationen 
hatten einen Toxizitätsbeitrag.99,101 Der Säurestress führte im Bioassay zu einer Absenkung 
des pH-Wertes des Mediums und damit zur Wachstumshemmung. Der Chemikalienstress 
resultiert durch den bioverfügbaren Anteil der Säure, die eine strukturabhängige Toxizi-
tätserhöhung auslösen. In drei modelltheoretischen Annahmen wurden 16 Carbonsäuren 
mit einem pKs-Bereich von 0,37 bis 4,78 und den pH-Werten 6, 7,2 und 8 untersucht. Es 
stellte sich heraus, dass für die Bioverfügbarkeit zwei Modellansätze plausibel erscheinen: 
Erstens, dass ausschließlich der nichtdissoziierte Anteil bioverfügbar ist und der log Dow-
Wert als Hydrophobieparameter herangezogen (Fall 2, Gleichung 2.13) werden kann.100 
Diese Annahme ist denkbar, da organische Säuren in Abhängigkeit ihres pKs-Wertes und 
dem vorliegenden pH-Wert (Gleichung 2.8) dissoziieren. Eine dissoziierte Säure ist auf-
grund der Carboxyl-Gruppe besser wasserlöslich, was die Verteilung der Carbonsäure über 
die biologische Membran erschwert.101  
Durch die Berechnung des log Dow-Wertes und der EC50-Werte ergaben sich log Te-Werte 
von 0,76 (3,4-Dihydroxybenzoesäure) bis 6,69 (2,3-Dibrompropionsäure), wobei eine Be-
rechnung des log Te-Wertes nur für den pH 7,2 möglich war.  
Weiterhin ist denkbar, dass sowohl der nichtdissoziierte als auch der dissoziierte 
Stoffanteil bioverfügbar sind (Fall 3).53 Entsprechend ändert sich auch der hydrophobe 
Charakter, wobei als Annäherung zum log Kow-Wert der log Dow-Wert nach Gleichung 
2.16 berechnet wurde. Bei pH 7,2 ergaben sich log Te-Werte von −0,15 (2,3,5-Triiodoben-
zoesäure) bis 4,89 (Oxalsäuremonoamid) und erlaubten anschließend die Ableitung von 
Strukturalarmen. Um einen dominierenden Chemikalienstress über einen Säurestress iden-
tifizieren zu können, wurden die pH-Änderungen am EC50 und die berechneten log Te-
Werte verglichen. Eine Toxizitätserhöhung ohne eine pH-Änderung am EC50 ist nach den 
Ergebnissen bei 2,3-Dibrompropionsäure und 3,4-Dihydroxybenzoesäure denkbar. Bei den 
verbleibenden Carbonsäuren überwiegt vermutlich der Säurestress. Die Toxizitätserhöhung 
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der 2,3-Dibrompropionsäure ist durch eine SN2-Reaktion verursacht, wohingegen für 3,4-
Dihydroxybenzoesäure eine Redoxreaktion angenommen wird.  
Entsprechend wird durch die Toxizitätserhöhungen der verbleibenden Säuren ein Säure-
stress erfasst. Allerdings sollten weitere Messungen erfolgen, um beispielsweise die Ände-
rung der Narkoselevel-Toxizität für die pH-Bereiche 6 und 8 zu bestimmen. Des Weiteren 
ist zu prüfen, ab welchem Zeitpunkt während der Wachstumshemmung ein Säurestress 
ausgelöst wird und damit einen Chemikalienstress womöglich überlagert. Sinkt ab einer 
bestimmten Stoffkonzentration der eingestellte pH-Wert des Mediums, wäre es ein Indiz 
für einen beginnenden Säurestress. Ab hier überwiegt nicht mehr ein möglicher Chemika-
lienstress als Toxizitätsparameter.  
 
In der weiteren Bioassay-Analyse konnte für alle Stoffklassen gezeigt werden, dass die 
Toxizitätserhöhung maßgeblich von strukturellen Eigenschaften und dem Substitutions-
muster der Verbindungen abhängt.  
Direkt vorliegende Elektrophile wirkten in Abhängigkeit des Substitutionsmusters reaktiv 
toxisch. Innerhalb einer Stoffklasse wurden zum Teil mehrere Reaktionsmechanismen als 
toxikologisch relevant angesehen, wobei ein Mechanismus überwog. Dies zeigte sich z. B. 
in einer Verschiebung der log Te-Werte. Folgende Trends wurden beobachtet: In der 
untersuchten Stoffklasse der Chinone ist eine dominierende Michael-Addition denkbar, 
wenn sich ein log Te-Wert im Bereich von 3 bis 4 ergibt. Die Benzochinone waren im 
Bioassay alle stark erhöht toxisch, wobei die Toxizitätserhöhung mit steigender Anzahl an 
elektronenschiebenden Substituenten abnimmt, aber nie Narkoseniveau erreicht. Es ist 
denkbar, dass mit zunehmender Substitution die Wahrscheinlichkeit einer Michael-
Addition abnimmt und gleichzeitig die toxikologische Relevanz der Redoxreaktion zu-
nimmt. Ist Benzochinon zusätzlich mit einer elektronenziehenden Abgangsgruppe wie dem 
Chlor-Atom substituiert, läuft neben einer Micheal-Addition auch eine SN2-Reaktion ab. In 
zukünftigen Arbeiten sollten weitere In-vitro-Ergebnisse mit Resultaten aus In-chemico-
Ansätzen, z. B. mit GSH als Modellnukleophil, verglichen werden. Auch hier konnte 
bereits gezeigt werden, dass beispielsweise mit zunehmenden Alkylierungsgrad die 
Reaktivität der Benzochinone gegenüber GSH abnimmt.157  
Ähnliche Trends in den log Te-Werten zeigten sich für die Cumarine. Es wird ange-
nommen, dass im log Te-Bereich von 1 bis 2 die Michael-Addition das reaktive Verhalten 
verursacht. Ergab sich ein log Te über 2, wird als toxikologisch relevant die Iminbildung 
angesehen. Bei zunehmender sterischer Komplexität und steigender Anzahl an elektro-
nenschiebenden Substituenten in direkter Nachbarschaft zum elektrophilen Zentrum 
verursacht wahrscheinlich die Bildung einer Schiff´schen Base die Toxizitätserhöhung. 
Befand sich der Substituent peripher zum elektrophilen Zentrum beispielsweise am 
aromatischen Ring, dominiert vermutlich die Michael-Addition als Reaktionsmecha-
nismus. Allerdings konnten keine eindeutigen Vorhersagen über den toxischen Einfluss 
elektronenziehender Substituenten getroffen werden, da in dieser Arbeit lediglich 3-Chlor-
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cumarin untersucht wurde. Das 3-Chlorcumarin neigt zur Hydrolyse und wirkte narkotisch. 
Um mögliche dominierende Reaktionsmechanismen für Cumarine u. a. mit elektronenzie-
henden Substituenten aufzuzeigen, sollten weitere Vertreter dieser Stoffklasse untersucht 
werden.  
In der Arbeit wurde diskutiert, dass Cumarine enzymatisch durch CYP-450 epoxidiert und 
damit aktiviert werden können. Epoxide sind elektrophile Ringsysteme, die durch Ringöff-
nung mit nukleophilen Biomolekülen irreversibel wechselwirken können und somit eine 
erhöhte Toxizität auslösen. Gegenüber den Ciliaten wirkte z. B. das unsubstituierte Cuma-
rin narkotisch, obwohl es durch die Doppelbindung zum Epoxid oxidiert werden könnte. 
Demnach wurde das Cumarin nicht über CYP-450 biotransformiert und lässt auf einen 
CYP-450-Defizit der Ciliaten schließen.   
Ein ähnlicher Trend der abgrenzenden Toxizitätsbereiche ist bei geeigneter Substitution 
auch für die Elektronenüberschussaromaten denkbar: Alle untersuchten Furane waren er-
höht toxisch. Nitrofurane tendieren entweder zu einer Michael-Addition oder zur Redoxre-
aktion. Hier wurden log Te-Werte von mindestens 2 bestimmt. Es wird daher vermutet, 
dass nicht die Redoxreaktion durch die anwesende NO2-Substitution sondern die Michael-
Addition überwiegt. Zum einen wird die NO2-Gruppe selbst in den Mechanismus invol-
viert. Zum anderen sind Furane weniger aromatisch als Benzol oder Thiophen, so dass eine 
Michael-Addition am Ringsystem leichter möglich ist. Daher ist es denkbar, dass Nitro-
furan zu einer Redoxreaktion fähig ist, jedoch dominiert bei einer weiteren Substitution mit 
elektronenziehenden Gruppen die Michael-Addition.  
Für die Furane (kein NO2-Substituent) wurde hingegen ein log Te-Bereich bis maximal 2 
berechnet und die erhöhte Toxizität wurde durch andere Mechanismen wie die Iminbil-
dung verursacht. Elektronenschiebende Substituenten verringerten die Wahrscheinlichkeit 
für eine Michael-Addition. Das zeigte sich im kleineren log Te-Wert. Des Weiteren deuten 
die Teilergebnisse darauf hin, dass Tetrahymena vermutlich kein ADH enthält: Das 2-Fur-
furylalkohol wirkt narkotisch, obwohl es bei entsprechender ADH-Ausstattung zum elek-
trophilen reaktiven 2-Furfural oxidiert werden könnte. Das lässt vermuten, dass für eine 
Interpretation einer ADH-abhängigen Toxizität der In-vitro-Einsatz von Tetrahymena ein-
geschränkt ist. 
Den Einfluss einer NO2-Substitution auf die Toxizitätserhöhung zeigte sich auch bei den 
Thiophenen. Thiophene sind aromatischer als Furane, so dass eine Micheal-Addition 
erschwert und damit weniger wahrscheinlich ist. Thiophene ohne NO2-Gruppe wirkten 
zum Teil narkotisch. Eine Toxizitätserhöhung wurde nur verursacht, wenn durch andere 
Substituenten, wie eine CHO-Gruppe, ein anderer Reaktionsmechanismus als eine Redox-
reaktion ablaufen konnte (hier die Schiff´sche Basenbildung). Daher wird vermutet, dass 
Thiophene mit anwesender Nitro-Gruppe redox aktiv sind (log Te über 2) und dies das to-
xische Profil der Thiophene gegenüber weiteren Wirkmechanismen überwiegt. 
Auch hier wurde in den Theoretischen Grundlagen thematisiert, dass Furane und Thio-
phene auch ohne NO2-Substitution durch anwesendes CYP-450 eventuell metabolisch ak-
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tiviert werden. Die sich ergebenden elektrophilen Epoxide hätten zu einer Toxizitätserhö-
hung im Bioassay führen müssen.43 Allerdings wirkten Vertreter der Furane und Thio-
phene ohne NO2-Substitution narkotisch bzw. schwach erhöht toxisch. Damit kann eine 
Epoxidierung der Furane und Thiophene via CYP-450 ausgeschlossen werden. In Anleh-
nung an die Ergebnisse der Cumarine kann bestätigt werden, dass Tetrahymena pyriformis 
keine toxikologisch relevante CYP-450-Kapazität besitzt.  
Als weitere Stoffklassen wurden Vertreter der Elektronenmangelaromaten Pyridine und 
Pyridin-N-oxide analysiert. Toxikologisch relevante Reaktionsmechanismen wären hier die 
Redoxreaktion und die SNAr-Reaktion. War Pyridin mit elektronenschiebenden und 
elektronenziehenden Gruppen einfach substituiert, wirkten diese bis auf 2-Aminopyridin 
narkotisch. Die Toxizitätserhöhung des 2-Aminopyridins ist wahrscheinlich enzymatisch 
durch die Bildung von Hydroxylamin bedingt. 
Eine Toxizitätserhöhung ergab sich erst bei einer Zweitsubstitution mit NO2. Alle 
Nitropyridine waren erhöht toxisch. Befand sich die Nitro-Gruppe in meta-Position zum 
Ringstickstoff und sind elektronenschiebende Gruppen substituiert, ist eine SNAr-Reaktion 
weniger wahrscheinlich. Hier wird eine dominierende Redoxreaktion als toxizitätserhö-
hend vermutet. Dahingegen steigt die Wahrscheinlichkeit einer SNAr-Reaktion mit einer 
ortho- oder para-Position der Nitro-Gruppe, wobei es dann der dominierende Reaktions-
mechanismus wäre.  
Im Gegensatz zu den einfachsubstituierten Pyridinen und substituierten Nitropyridinen 
waren alle Pyridin-N-oxide stark erhöht toxisch. Zu Beginn wurde hier vermutet, dass 
durch die Nitro-Gruppe eine Redoxreaktion den Wirkmechanismus verursacht. Genauer 
betrachtet ergab sich jedoch, dass durch die Struktur der Pyridin-N-oxide (mit oder ohne 
NO2-Substitution) eine SNAr-Reaktion über einer Redoxreaktion die Toxizitätserhöhung 
verursacht.  
 
Inwieweit ein weiterer endozyklischer Ringstickstoff das toxische Profil im In-vitro-An-
satz beeinflusst, sollte in einem weiteren Schwerpunkt der Arbeit analysiert werden. Hier-
für wurden Vertreter der Pyrazine, Pyridazine und Pyrimidine im Bioassay toxikologisch 
untersucht. Prinzipiell sollten sie noch elektronenärmer sein als die Pyridine und damit 
eher zu einer SNAr-Reaktion in Abhängigkeit der Substitution tendieren. Im Bioassay wa-
ren jedoch nur die Diazine mit Amino-Substitution oder einer doppelten Halogensubstitu-
tion erhöht toxisch. Bei anwesender Amino-Gruppe wird vermutlich die Toxizitätserhö-
hung durch die Ausbildung einer Schiff´schen Base geprägt oder durch die enzymatische 
Ausbildung von Hydroxylamin. Dahingegen ist eine SNAr-Reaktion bei den Diazinen mit 
zwei Halogensubstituenten toxizitätssteigernd.  
 
Wie bereits im Laufe der Zusammenfassung deutlich wird, spielte die Fähigkeit zur Re-
doxreaktion eine große Rolle. Dieser Reaktionsmechanismus ist im Ciliaten enzymabhän-
gig. Bei anwesenden Nitroreduktasen können z. B. Elektronen auf eine Nitro-Gruppe 
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übertragen werden, das zur ROS-Bildung und damit zum oxidativen Stress führt. Ähnlich 
ist die ROS-Bildung bei anwesenden Oxidoreduktasen. Um dies zu bestätigen, wurden die 
redoxaktiven Hydrochinone und Eugenole untersucht.  
Für die Hydrochinone zeigte sich, dass bis auf das 1,3-Hydrochinon alle untersuchten Hy-
drochinone im Bioassay erhöht toxisch sind. Stehen im Hydrochinon die OH-Gruppen in 
para-Position, sind die Hydrochinon-Derivate abgesehen vom 2-Methylhydrochinon 
überwiegend redoxaktiv und oxidieren zum Benzochinon. Toxizitätserhöhend sind zu-
nächst ROS und anschließend die gebildeten Benzochinone. Für 2-Methylhydrochinon 
wird ein alternativer Reaktionsmechanismus nach enzymatischer Aktivierung durch die 
Bildung des Benzochinonmethids angenommen.49  
Sind dahingegen die OH-Gruppen des Hydrochinons in ortho-Position, ist eine direkte 
enzymatische Oxidation zum entsprechenden Benzochinon und damit eine dominierende 
Michael-Addition denkbar. Es wird der Substituenteneinfluss deutlich. Mit zunehmender 
Anzahl an elektronenschiebenden Gruppen verringern sich die Angriffspunkte für eine 
Michael-Addition und erhöhen die Wahrscheinlichkeit für eine ROS-Bildung. Verglichen 
zu den direkt vorliegenden Benzochinonen mit log Te-Werten zwischen 3 und 4 ergaben 
sich für die Hydrochinone log Te-Werte von 1 bis 2. Folgendes wird angenommen: Durch 
die höheren log Te-Werte der Benzochinone dominiert vermutlich die Michael-Addition, 
wohingegen die kleineren log Te-Werte der Hydrochinone durch eine enzymatische Redox-
reaktion verursacht wird.  
 
Die Elektrophilie einiger Substanzen wurde jedoch erst nach enzymatischer Aktivierung 
proelektrophiler Verbindungen erreicht. Basierend darauf hat sich allerdings gezeigt, dass 
Vertreter der Stoffklassen der Cumarine, Furane, Thiophene und α,β-ungesättigten 
Alkohole narkotisch wirkten, obwohl sie enzymatisch durch CYP-450 und Letztere durch 
Alkoholdehydrogenase (ADH) aktiviert werden sollten. Die α,β-ungesättigten Alkohole 
könnten bei einer anwesenden ADH metabolisch zum entsprechenden α,β-ungesättigten 
Aldehyd oxidiert werden, dass zu einer Michael-Addition und zur Imin-Bildung befähigt 
wäre. Verglichen zu den untersuchten α,β-ungesättigten Aldehyden waren die α,β-ungesät-
tigten Alkohole nur geringfügig erhöht toxisch oder wirkten narkotisch. Bei keinem Ver-
treter der α,β-ungesättigten Alkohole erfolgt vermutlich eine enzymatische Aktivierung. 
Somit ist es denkbar, dass Tetrahymena pyriformis keine toxikologisch relevante ADH-
Kapazität besitzt. In zukünftigen Arbeiten sollten aber bestätigend weitere α,β-ungesättig-
ten Alkohole im In-vitro-Ansatz untersucht werden. Gleichzeitig würde sich hier eine 
Kombination mit einem In-chemico-Ansatz z. B. mit Glutathion anbieten. Es wäre denk-
bar, dass nach einer In-vitro-Exposition der α,β-ungesättigten Alkohole und einer entspre-
chenden Bildung ihrer α,β-ungesättigten Aldehyde das zugesetzte GSH als Modellnukleo-
phil verbraucht und damit detektiert werden könnte. Eine solche Reaktivität der α,β-unge-
sättigten Aldehyde mit GSH konnte bereits im In-chemico-Ansatz bestätigt werden.158  
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Mit Hinblick auf das mögliche Enzymdefizit bei ADH und CYP-450 wäre der In-vitro-An-
satz nicht einsetzbar, um eine entsprechende ADH- oder CYP-450-abhängige Toxizitäts-
steigerung zu erfassen und zu interpretieren. Allerdings zeigte sich in jeder Stoffklasse 
auch, dass einzelne Vertreter durch andere Enzymfamilien zu Elektrophilen biotransfor-
miert werden können und somit erhöht toxisch waren. Zu den Enzymfamilien gehören bei-
spielweise Nitroreduktasen, weitere Oxidoreduktasen aber auch N-Hydroxyarylamin-O-
Acetyltransferase.  
Die Einschränkung der Anwendbarkeit des In-vitro-Ansatzes für eine Interpretation der 
ADH- oder CYP-450-abhängige Toxizitätssteigerung ergab sich auch für potentielle Haut-
sensibilisierer wie Eugenole. Diese Substanzen sind als hautsensibilisierend bekannt, da sie 
zu Benzochinonmethiden oxidiert werden. Dies kann infolge einer CYP-450-Aktivierung, 
durch Peroxidasen oder Dehydrogenasen erfolgen. Allerdings wirkten die Eugenole ge-
genüber Tetrahymena narkotisch. Es ist daher denkbar, dass Eugenole nicht durch Peroxi-
dasen, CYP-450 oder Dehydrogenasen in den Ciliaten enzymatisch aktiviert werden. Dem-
zufolge ist die Anwendbarkeit des Bioassays hier vermutlich eingeschränkt. Nicht einge-
schränkt wäre der Bioassay für die Vorhersage der Sensibilisierungseigenschaften von 
Zimtaldehyden. Auch diese sind als potentielle Sensibilisierer bekannt. Gegenüber den 
Ciliaten waren die Vertreter der Zimtaldeyhde erhöht toxisch, die zu einer Michael-Addi-
tion befähigt sind. Dieser Reaktionsmechanismus verursacht vermutlich auch die Sensibili-
sierung. Um die Anwendbarkeit des In-vitro-Ansatzes für weitere potentielle Sensibilisie-
rer zu überprüfen, erfolgte eine Gegenüberstellung der Ergebnisse mit Daten aus dem 
Lymphknotentest (LLNA − Standardmethode zur Erkennung von Hautsensibilisierern) für 
ausgewählte Substanzen. Eindeutige prognostische Aussagen über die Sensibilisierungsei-
genschaften der untersuchten Verbindungen waren nicht möglich. Dennoch deuten die 
Resultate darauf hin, dass Stoffe, die gegenüber Tetrahymena erhöht toxisch waren, auch 
potentiell sensibilisierend sein können.  
 
Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag in der Überprüfung der Anwendbarkeit des In-
vitro-Ansatzes als Zytotoxizitätstest. Mithilfe der Zytotoxizitätstests sollte die selektive 
enzymatische Biotransformation von Fremdstoffen durch Reduktasen (MTT-Test) und 
Esterasen (FDA-Test) quantifiziert werden. Nach 24 h wurden keine Resultate erhalten, 
jedoch nach 48 h. Nach einer 48-h-Exposition ergaben sich aus dem MTT- und FDA-Test 
ähnliche Toxizitätswerte wie im Wachstumshemmtest. Es wird vermutet, dass Tetrahy-
mena in seinem Wachstum bereits nach 24 h gehemmt (aber nicht die Enzymsysteme) 
wird, dass gleichzeitig Hinweise auf eine mögliche Reduktaseinhibierung gibt. Aber allein 
aus den Zytotoxizitätstests kann nicht eindeutig auf eine Wachstumshemmung geschlossen 
werden, da die Reduktasen und Esterasen vermutlich erst später vollständig gehemmt wer-
den. 
In dieser Arbeit gelang über die Bioassay-Analyse eine Risikobeurteilung ausgewählter 
elektrophiler und eingeschränkt für einige proelektrophile Substanzen. Damit wäre ein 
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Einsatz der In-vitro-Ansatz in Verbindung mit weiteren alternativen Testsystemen als ITS 
denkbar, solange die Toxizitätsbestimmung z. B. ADH- und CYP-450-unabhängig 
erfolgen soll. Zukunftsorientiert könnte eine prognostische Vorhersage über den ökotoxi-
schen Effekt strukturell ähnlicher Stoffe erfolgen und Strukturalarme abgeleitet werden.    
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dass er sich die Zeit für diese umfangreiche Promotion genommen hat.  
Während meiner Promotion war ich im Department Ökologische Chemie fast immer von 
liebenswerten und hilfreichen Menschen umgeben. Bei der gesamten „Stammbelegschaft“ 
und die zu meiner Zeit anwesenden Doktoranden möchte ich mich für die guten 
Kaffeestunden (auch gerne ohne Kuchen), die wirklich konstruktiven Diskussionen und 
deren Hilfsbereitschaft sehr bedanken. 
Über das gute Arbeitsklima hinaus habe ich im Department Ökologische Chemie und an-
grenzenden Departments gute Freunde gefunden.  
 
Bei Alex Böhme bedanke ich mich nicht nur für seine Geduld während unserer 
Diskussionen und der Korrektur der Arbeit, ich danke ihm auch für die vielen Mails. 
Meinen fleißigen Diplomanden Nicole Voigt und Olaf Sill danke ich für die gute 
Zusammenarbeit und die konstruktiven Gespräche. Livia Sztraka und Nicole Säuberlich 
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Freizeit mit Quatschen verbringen konnten. 
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Thomas Putzmann und Steven Naumann danke ich für die abwechslungsreiche Zeit, in der 
ich immer Gelegenheit hatte, abzuschalten und wir auch über andere Dinge außer Arbeit 
sprechen konnten. Und dennoch reichen diese wenigen Worte nicht aus, um all das zu er-
wähnen, was ich gerne sagen möchte (jedem Einzelnen).  
Carsten Tilch: Es geht doch nichts über ein schönes Buch, einen schönen Film oder einen 
guten Rotwein. Halt doch, gute Musik! Alles in der Summe betrachtet, war es der beste 
Mix, um abzuschalten, zu diskutieren und einfach nur zu lauschen. Lieben Dank dafür. 
Einen ähnlichen Ausdruck an Dankbarkeit möchte ich auch Stefanie Finsterbusch, Rebecca 
Hiltrop und Stefanie Stöckl zuteil werden lassen. Ihnen kann ich an dieser Stelle nicht oft 
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7 Anhang 
 
Tabelle 4.5.1  Eigenschaften der ausgewählten Chemikalien I 
Verbindung CAS log Kow ∆Haw H log Kaw fg b fs b MW Sw 
   [J/mol] [kPa m³/mol]     [mg/L] 
Methanol 67-56-1 −0,77 4,90 · 104 4,33 · 10−4 −3,67 0,003 0,027 32,04 1,00E6 
Ethanol 64-17-5 −0,31 5,19 · 104 5,75 · 10−4 −3,54 0,004 0,028 46,07 4,5246E5 
Aceton 67-64-1 −0,24 4,35 · 104 5,03 · 10−3 −2,62 0,030 0,028 58,08 2,6753E5 
2-Butanon 78-93-3 0,29 4,63 · 104 6,67 · 10−3 −2,49 0,040 0,030 72,11 96451 
Butanol 71-36-3 0,88 5,76 · 104 1,01 · 10−3 −3,29 0,007 0,035 74,12 61389 
2-Pentanon 107-87-9 0,91 4,92 · 104 8,85 · 10−3 −2,36 0,054 0,035 86,13 33457 
MTBE 1634-04-4 0,94 4,98 · 104 2,05 · 10−1 −0,996 0,567 0,035 88,15 40421 
Trichlormethan 67-66-3 1,97 2,54 · 104 3,26 · 10−1 −0,837 0,654 0,050 119,38 8630,2 
Hexanol 111-27-3 2,03 6,34 · 104 1,78 · 10−3 −3,03 0,012 0,052 102,18 7135,9 
Heptanol 111-70-6 2,31 6,62 · 104 2,37 · 10−3 −2,90 0,016 0,059 116,21 2356,7 
Oktanol 111-87-5 3,00 6,91 · 104 3,14 · 10−3 −2,78 0,021 0,087 130,23 766,96 
p-Xylol 106-42-3 3,15 3,62 · 104 6,65 · 10−1 −0,509 0,801 0,095 106,17 161,92 
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 4,02 3,50 · 104 2,22 · 10−1 −0,987 0,573 0,173 181,45 26,128 
Diphenylether 101-84-8 4,21 3,48 · 104 1,20 · 10−2 −2,26 0,067 0,199 170,21 22,894 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,60 4,11 · 104 1,64 · 10−1 −1,11 0,504 0,267 215,89 6,3197 
4-Bromdiphenylether 101-55-3 4,94 4,15 · 104 4,75 · 10−3 −2,64 0,029 0,348 249,11 5,6871 
Dodecanol 112-53-8 5,13 8,06 · 104 9,76 · 10−3 −2,26 0,066 0,404 186,34 7,8034 
trans-4-Nitrozimtaldehyd 1734-79-8 −0,56 5,82 · 104 6,40 · 10−7 −6,49 0,000 0,027 177,16 1818,9 
Zimtaldehyd 104-55-2 1,90 5,29 · 104 1,62 · 10−4 −4,09 0,001 0,049 132,16 3373,9 
trans-4-Methoxyzimtaldehyd 24680-50-0 1,93 5,76 · 104 9,61 · 10−6 −5,31 0,000 0,049   
trans-4-Chlorzimtaldehyd 49678-02-6 2,46 5,35 · 104 1,21 · 10−4 −4,22 0,001 0,064   
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Verbindung CAS log Kow ∆Haw H log Kaw fg b fs b MW Sw 
   [J/mol] [kPa m³/mol]     [mg/L] 
4-(1,1,2,2)-Tetrafluorethoxybenzaldehyd 35295-36-4 3,12 4,55 · 104 1,67 · 10−3 −3,09 0,010 0,094 222,14 64,642 
3-Phenyl-2-propin-1-ol 1504-58-1 1,34 6,51 · 104 2,94 · 10
−6 −5,81 0 0,039   
trans-2-Hexen-1-ol 928-95-0 1,61 6,45 · 104 1,57 · 10−3 −3,09 0,008 0,043 100,16 15475 
4-Phenyl-3-butin-2-ol 5876-76-6 1,76 6,80 · 104 3,89 · 10−6 −5,69 0 0,046 146,19  
Zimtalkohol 104-54-1 1,95 7,30 · 104 1,60 · 10−5 −5,06 0 0,050 134,18 7481,5 
trans-2-Hepten-1-ol 33467-76-4 2,10 6,74 · 104 2,08 · 10−3 −2,96 0,011 0,053 114,19 5123,1 
trans-2-Octen-1-ol 18409-17-1 2,59 7,02 · 104 2,77 · 10−3 −2,83 0,014 0,069 128,22 1670,4 
1-Octen-3-ol 3391-86-4 2,60 7,02 · 104 2,34 · 10−3 −2,90 0,016 0,069 128,22 1309,3 
trans-Hexenal 6728-26-3 1,58 4,45 · 104 9,88 · 10−5 −2,32 0,059 0,043 98,15 16706 
trans-Zimtaldehyd 104-55-2 1,90 5,29 · 104 1,62 · 10−4 −4,09 0,001 0,049 132,16 3373,9 
trans-Heptenal 18829-55-5 2,07 4,73 · 104 1,31 · 10−4 −2,19 0,078 0,053 112,17 5544,5 
2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon 615-94-1 −1,12 9,49 · 104 1,89 · 10−4 −3,95 0,001 0,026 140,10 36,986 
2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon 530-55-2 −0,06 9,34 · 104 5,34 · 10−8 −7,50 0 0,029 168,15 1E06 
2-Methoxy-1,4-benzochinon 2880-58-2 0,04 8,29 · 104 8,13 · 10−8 −7,34 0 0,029 138,12 1,238E5 
1,4-Benzochinon 106-51-4 0,20 7,25 · 104 1,24 · 10−7 −7,18 0 0,030 108,10 11100 
2-Methyl-1,4-benzochinon 553-97-9 0,72 6,78 · 104 1,94 · 10−7 −6,99 0 0,033 122,12 5984,5 
2-Chlor-1,4-benzochinon 695-99-8 0,84 6,38 · 104 8,89 · 10−8 −7,33 0 0,034 142,54 3790,9 
2,5-Dichlor-1,4-benzochinon 615-93-0 1,23 5,52 · 104 6,39 · 10−8 −7,49 0 0,038 176,99 1219,1 
2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon 137-18-8 1,28 6,31 · 104 3,04 · 10−7 −6,80 0 0,039 136,15 3184 
1,4-Benzochinon-dioxim 105-11-3 1,49 5,18 · 104 3,79 · 10−8 −7,73 0 0,042 138,13 329,75 
3-Aminocumarin 1635-31-0 0,10 3,96 · 104 8,71 · 10−4 −3,39 0 0,029 161,16 70027 
3-Hydroxycumarin 39-19-5 0,63 4,28 · 104 2,98 · 10−7 −6,85 0,005 0,033   
3-Acetylcumarin 3949-36-8 0,79 4,77 · 104 3,29 · 10−9 −8,79 0 0,034 188,18 544,57 
Cumarin-3-carbonsäure 531-81-7 0,82 2,72 · 104 3,19 · 10−3 −2,84 0 0,034 190,16 2607 
3,4-Dihydrocumarin 119-84-6 0,97 4,66 · 104 7,33 · 10−8 −7,45 0,018 0,035 148,16 814,09 
7-Hydroxycumarin 93-35-6 1,03 3,36 · 104 2,78 · 10−6 −5,89 0 0,036 162,15 21678 
6-Nitrocumarin 2725-81-7 1,33 2,84 · 104 7,04 · 10−4 −3,50 0 0,039 191,14 361,55 
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Verbindung CAS log Kow ∆Haw H log Kaw fg b fs b MW Sw 
   [J/mol] [kPa m³/mol]     [mg/L] 
Cumarin 91-64-5 1,51 3,30 · 104 4,16 · 10−5 −4,72 0,004 0,042 146,15 687,37 
7-Methoxycumarin 531-59-9 1,59 4,57 · 104 5,07 · 10−4 −3,61 0 0,043 133 389,9 
3-Chlorcumarin 92-48-5 2,01 3,96 · 104 8,71 · 10−4 −3,39 0,003 0,051   
5-Nitro-2-furfurylalkohol 98-00-0 0,26 6,80 · 104 2,20 · 10−5 −4,93 0 0,030 98,10 3,204E5 
Furfurylalkohol 2493-04-1 0,28 7,42 · 104 8,67 · 10−8 −7,33 0 0,030   
5-Nitro-2-furoylchlorid 25084-14-4 0,38 5,65 · 104 5,25 · 10−5 −4,58 0 0,031 175,53 42694 
Furfural 98-01-1 0,41 4,81 · 104 1,36 · 10−3 −3,18 0,009 0,031 96,09 50738 
2-Furoylchlorid 527-69-5 0,56 5,12 · 104 1,33 · 10−2 −2,18 0,079 0,032 130,53 78946 
2-Furancarbonsäure 88-14-2 0,64 5,59 · 104 1,09 · 10−5 −5,26 0 0,033 112,09 14955 
2-Nitrofuran 609-39-2 0,66 3,85 · 104 2,15 · 10−3 −3,00 0,013 0,033 113,07 8517,2 
5-Nitro-2-furancarbonsäure 645-12-5 0,81 6,12 · 104 4,33 · 10−8 −7,65 0 0,034 157,08 8429 
5-Nitro-2-furaldehyd 698-63-5 1,01 5,34 · 104 5,36 · 10−6 −5,57 0 0,036 141,08 29961 
Thiophen-2-carbaldehyd 98-03-3 1,02 3,60 · 104 7,40 · 10−4 −3,46 0,004 0,036 112,15 13533 
Thiophen-2-carbonylchlorid 5271-67-0 1,26 3,90 · 104 7,24 · 10−3 −2,47 0,043 0,038 146,59 20261 
5-Nitrothiophen-2-carbaldehyd 4521-33-9 1,35 4,13 · 104 2,92 · 10−6 −5,86 0 0,040 157,14 7626,3 
2-Nitrothiophen 609-40-5 1,55 2,64 · 104 1,18 · 10−3 −3,28 0,007 0,043 129,13 2222,9 
Thiophen-2-carbonsäure 527-72-0 1,57 4,37 · 104 5,97 · 10−6 −5,54 0 0,043 128,15 3907,4 
Thiophen 110-02-1 1,81 2,11 · 104 2,97 · 10−1 −0,885 0,629 0,047 84,14 3601,3 
2-Aminopyridin 504-29-0 0,48 6,67 · 104 2,52 · 10−7 −6,88 0 0,031 94,12 1E06 
2-Fluorpyridin 372-48-5 0,84 4,53 · 104 8,34 · 10−4 −3,39 0,005 0,034 97,09 75390 
2-Hydroxypyridin 142-08-5 1,07 4,84 · 104 3,34 · 10−2 −1,79 0 0,036 95,10 24978 
2-Chlorpyridin 109-09-1 1,22 6,60 · 104 7,44 · 10−8 −7,41 0,176 0,038 113,55 20637 
2-Hydroxy-5-nitropyridin 5418-51-9 −1,07 8,48 · 104 1,45 · 10−9 −9,09 0 0,026 140,10 1E06 
2-Hydroxy-3-methyl-5-nitropyridin 21901-34-8 −0,52 8,01 · 104 2,27 · 10−9 −8,90 0 0,027 154,13 7,7989E5 
3-Nitropyridin 2530-26-9 0,62 5,30 · 104 2,82 · 10−6 −5,85 0 0,032 124,10 1,5617E5 
3-Methoxy-2-nitropyridin 20265-37-6 0,70 3,77 · 104 1,67 · 10−7 −7,11 0 0,033   
3-Hydroxy-2-nitropyridin 15128-82-2 0,72 5,12 · 104 9,27 · 10−7 −6,34 0 0,033 140,10 929,38 
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Verbindung CAS log Kow ∆Haw H log Kaw fg b fs b MW Sw 
   [J/mol] [kPa m³/mol]     [mg/L] 
4-Amino-3-nitropyridin 1681-37-4 0,83 5,19 · 104 2,18 · 10−8 −7,97 0 0,034   
2-Amino-5-nitropyridin 4214-76-0 0,93 7,20 · 104 9,96 · 10−10 −9,27 0 0,035 139,11 3,43E5 
2-Methoxy-5-nitropyridin 5446-92-4 1,16 5,77 · 104 1,52 · 10−6 −6,11 0 0,037 154,13 91269 
2-Chlor-4-nitropyridin 23056-36-2 1,27 5,36 · 104 1,32 · 10−4 −4,18 0,001 0,039 158,54  
2-Chlor-5-nitropyridin 4548-45-2 1,27 5,36 · 104 1,32 · 10−4 −4,18 0,001 0,039 158,54 11588 
2-Amino-4-methyl-3-nitropyridin 6635-86-5 2,02 5,48 · 104 2,40 · 10−8 −7,92 0 0,052 153,14  
Pyridin-N-oxid 694-59-7 −1,20 6,20 · 104 7,14 · 10−9 −8,43 0 0,026 95,10 1E06 
4-Nitropyridin-N-oxid 1124-33-0 −0,92 7,42 · 104 2,82 · 10−11 −10,8 0 0,026 140,10 5,925E5 
2-Methyl-4-nitropyridin-N-oxid 5470-66-6 −0,37 7,71 · 104 3,11 · 10−11 −10,8 0 0,028 154,12  
2-Chlor-4-nitropyridin-N-oxid 14432-16-7 −0,27 7,90 · 104 1,32 · 10−9 −9,14 0 0,028 174,54 1,5005E05 
2,6-Dichlor-4-nitropyridin-N-oxid 2587-01-1 0,37 2,99 · 104 6,16 · 10−8 −7,55 0 0,031 208,99  
Pyrazin 290-37-9 −0,26 6,51 · 104 2,96 · 10−4 −3,81 0,002 0,028 80,09 5,4309E5 
Methyl-pyrazin-2-carboxylat 6164-79-0 −0,23 7,42 · 104 1,90 · 10−6 −5,98 0 0,028 138,13 1E6 
2-Aminopyrazin 5049-61-6 −0,07 8,40 · 104 1,04 · 10−7 −7,23 0 0,029 95,10 1E06 
2-Methylpyrazin 109-08-0 0,21 6,80 · 104 3,26 · 10−4 −3,76 0,002 0,030 94,12 1,9037E5 
2-Chlorpyrazin 14508-49-7 0,70 6,57 · 104 1,38 · 10−2 −2,14 0,086 0,033 114,53 45109 
2,3-Dichlorpyrazin 4858-85-9 1,23 6,91 · 104 6,46 · 10−1 −0,463 0,817 0,038 148,98 3407,9 
Pyrimidin 289-95-2 −0,40 6,51 · 104 2,96 · 10−4 −3,81 0,002 0,028 80,09 5,4309E5 
2-Aminopyrimidin 109-12-6 −0,22 8,40 · 104 3,71 · 10−4 −3,68 0,003 0,028 95,10 2,607E5 
4-Methylpyrimidin 3438-46-8 0,16 6,80 · 104 3,26 · 10−4 −3,76 0,002 0,030 94,12 1,9034E5 
2,4-Difluorpyrimidin 2802-61-1 0,34 6,01 · 104 4,02 · 10−4 −3,68 0,003 0,031 116,07  
2-Chlorpyrimdin 1722-12-9 0,36 6,57 · 104 2,19 · 10−4 −3,94 0,001 0,031 114,53 45109 
4,6-Dihydroxypyrimidin 1193-24-4 0,48 1,02 · 105 3,20 · 10−12 −11,7 0 0,031 112,09 3,6877E5 
2,4-Dichlorpyrimidin 3934-20-1 1,23 6,63 · 10
4 1,02 · 10−2 −2,27 0,065 0,038 148,98 3407,9 
1,2-Dihydropyridazin-3,6-dion 123-33-1 −0,84 1,15 · 105 2,69 · 10−9 −8,76 0 0,026 112,09 1E06 
Pyridazin 289-80-5 −0,72 6,51 · 104 2,91 · 10−4 −3,82 0,002 0,027 80,09 5,4309E5 
3-Methylpyridazin 1632-76-4 −0,35 6,80 · 104 3,21 · 10−4 −3,77 0,002 0,028 94,12 1,9037E5 
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Verbindung CAS log Kow ∆Haw H log Kaw fg b fs b MW Sw 
   [J/mol] [kPa m³/mol]     [mg/L] 
3,6-Dichlorpyridazin 141-30-0 1,23 6,63 · 104 6,35 · 10−1 −0,476 0,813 0,038 148,98 3407,9 
2-Methoxy-1,4-hydrochinon 824-46-4 0,47 7,16 · 104 3,50 · 10−10 −9,73 0 0,031 140,14 1,8567E5 
1,4-Hydrochinon 123-31-9 0,59 6,69 · 104 5,91 · 10−9 −8,51 0 0,032 110,11 3,1003E5 
1,3-Hydrochinon 108-46-3 0,80 6,69 · 104 5,91 · 10−9 −8,51 0 0,034 110,11 3,1003E5 
3-Methoxy-1,2-hydrochinon 934-00-9 0,86 7,16 · 104 3,50 · 10−10 −9,73 0 0,034 140,14 1,8567E5 
1,2-Hydrochinon 120-80-9 0,88 6,69 · 104 5,91 · 10−9 −8,51 0 0,035 110,11 3,100E5 
2-Methyl-1,4-hydrochinon 95-71-6 0,91 6,98 · 104 6,53 · 10−9 −8,46 0 0,035 124,14 1,0426E5 
4-Methyl-1,2-hydrochinon 452-86-8 1,37 6,98 · 104 6,53 · 10−9 −8,46 0 0,040 124,12 1,0426E5 
2-Nitro-1,3-hydrochinon 601-89-8 1,56 3,21 · 104 2,33 · 10−4 −3,97 0 0,043 155,11 692,75 
4-Nitro-1,2-hydrochinon 3316-09-4 1,66 7,22 · 104 2,33 · 10−11 −10,9 0 0,044 155,11 1,7563E5 
Isoeugenol 97-54-1 2,65 6,31 · 10
4 2,71 · 10−6 −5,85 0 0,036 164,21 2095 
Eugenol 97-53-0 2,73 6,31 · 10
4 4,87 · 10−6 −5,60 0 0,071 164,21 979,83 
Dihydroeugenol 2785-87-7 2,87 6,19 · 10
4 6,54 · 10−6 −5,47 0 0,074 166,22 958,61 
Methylisoeugenol 93-16-3 2,95 4,95 · 10
4 1,54 · 10−3 −3,12 0,010 0,080 178,23 37,642 
Methyleugenol 93-15-2 3,03 4,95 · 10
4 2,77 · 10−3 −2,87 0,017 0,084 178,23 17,606 
Eugenolacetat 93-28-7 3,06 4,89 · 10
4 5,63 · 10−4 −3,56 0,004 0,089 206,24 48,621 
Citral 5392-40-5 3,45 5,71 · 104 3,81 · 10−2 −1,71 0,201 0,116 152,24 1101 
Geraniol 106-24-1 3,56 7,71 · 104 5,97 · 10−3 −2,48 0,041 0,125 154,25 1012,6 
Linalool 78-70-6 3,97 7,71 · 104 4,29 · 10−3 −2,63 0,030 0,167 154,25 709,26 
Oxalsäuremonoamid 471-47-6 −2,40 6,37 · 10
4 4,99 · 10−11 −10,6 0,000 0,025 89,05 1E6 
L-Milchsäure 79-33-4 −0,72 7,12 · 10
4 1,14 · 10−5 −5,21 0,000 0,027 90,08 1E6 
3-Nitropropionsäure 504-88-1 −0,29 6,34 · 10
4 4,22 · 10−8 −7,66 0,000 0,028 119,08 5,9337E5 
Trifluoressigsäure 76-05-1 0,50 6,14 · 10
4 4,37 · 10−4 −3,65 0,003 0,032 114,02 91486 
3,4-Dihydroxybenzoesäure 99-50-3 0,86 6,14 · 10
4 4,37 · 10−4 −3,65 0,003 0,034 154,12 31417 
2,3-Dibrompropionsäure 600-05-5 1,19 8,29 · 10
4 9,79 · 10−7 −6,26 0,000 0,038 231,87 39089 
Trichloressigsäure 76-03-9 1,33 7,07 · 10
4 2,42 · 10−6 −5,89 0,000 0,039 163,39 53701 
3,3,3-Trifluor-2-(trifluorme- 564-10-3 1,83 4,62 · 10
4 6,07 · 10−3 −2,53 0,037 0,047 196,05  
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Verbindung CAS log Kow ∆Haw H log Kaw fg b fs b MW Sw 
   [J/mol] [kPa m³/mol]     [mg/L] 
thyl)propionsäure 
Perfluorbutansäure 375-22-4 2,43 6,69 ·10
4 1,21 · 10−2 −2,20 0,076 0,063 214,04 315,92 
Perfluorhexansäure 307-24-4 4,37 7,24 · 10
4 3,33 · 10−1 −0,745 0,701 0,224 314,06 0,85273 
3,5-Diiodsalicylsäure 133-91-5 4,56 9,27 · 10
4 7,73 · 10−8 −7,34 0,000 0,259 389,92 6,1542 
15-Hydroxypentadekansäure 4617-33-8 5,01 1,18 · 10
5 8,08 · 10−8 −7,28 0,000 0,367 258,40 8,4192 
2,3,5-Triiodobenzoesäure 88-82-4 5,03 8,79 · 10
4 1,37 · 10−7 −7,10 0,000 0,373 499,81 0,40636 
Mefenaminsäure 61-68-7 5,12 9,04 · 10
4 2,60 · 10−9 −8,82 0,000 0,401 241,29 0,6862 
Flufenaminsäure 530-78-9 5,25 8,95 · 10
4 1,86 · 10−8 −7,97 0,000 0,444 281,24 0,1675 
Perfluorheptansäure 375-85-9 5,33 7,52 · 10
4 1,75 −0,0192 0,926 0,474 364,06 0,0424 
 
 
 
Tabelle 4.5.2 Eigenschaften der ausgewählten Chemikalien I 
Verbindung CAS SMILES Verbindung CAS SMILES 
      
Methanol 67-56-1 OC 2-Hydroxy-5-nitropyridin 5418-51-9 N1C(=O)C=CC(N(=O)=O)=C1 
Ethanol 64-17-5 OCC 
2-Hydroxy-3-methyl-5-
nitropyridin 
21901-34-8 N1C(=O)C(C)=CC(N(=O)=O)=C1 
Aceton 67-64-1 O=C(C)C 3-Nitropyridin 2530-26-9 n1cc(N(=O)(=O))ccc1 
2-Butanon 78-93-3 O=C(CC)C 3-Methoxy-2-nitropyridin 20265-37-6 COc1cccnc1[N+](=O)[O-] 
Butanol 71-36-3 OCCCC 3-Hydroxy-2-nitropyridin 15128-82-2 Oc1cccnc1N(=O)=O 
2-Pentanon 107-87-9 O=C(CCC)C 4-Amino-3-nitropyridin 1681-37-4 [O-][N+](=O)c1cnccc1N 
MTBE 1634-04-4 O(C(C)(C)C)C 2-Amino-5-nitropyridin 4214-76-0 O=N(=O)c(ccc(n1)N)c1 
Trichlormethan 67-66-3 C(Cl)(Cl)Cl 2-Methoxy-5-nitropyridin 5446-92-4 n1c(OC)ccc(N(=O)=O)c1 
Hexanol 111-27-3 OCCCCCC 2-Chlor-4-nitropyridin 23056-36-2 Clc1nccc(c1)[N+](=O)[O-] 
Heptanol 111-70-6 OCCCCCCC 2-Chlor-5-nitropyridin 4548-45-2 n1c(Cl)ccc(N(=O)=O)c1 
Oktanol 111-87-5 OCCCCCCCC 2-Amino-4-methyl-3-nitropyridin 6635-86-5 [O-][N+](=O)c1c(C)ccnc1N 
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Verbindung CAS SMILES Verbindung CAS SMILES 
      
p-Xylol 106-42-3 c(ccc(c1)C)(c1)C Pyridin-N-oxid 694-59-7 O=n(cccc1)c1 
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 c(ccc(c1Cl)Cl)(c1)Cl 4-Nitropyridin-N-oxid 1124-33-0 O=N(=O)c(ccn(=O)c1)c1 
Diphenylether 101-84-8 O(c(cccc1)c1)c(cccc2)c2 2-Methyl-4-nitropyridin-N-oxid 5470-66-6 [O-][N+](=O)c1ccn(=O)c(C)c1 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 c(c(c(c(c1)Cl)Cl)Cl)(c1)Cl 2-Chlor-4-nitropyridin-N-oxid 14432-16-7 n1(=O)c(Cl)cc(N(=O)=O)cc1 
4-Bromdiphenylether 101-55-3 O(c(ccc(c1)Br)c1)c(cccc2)c2 2,6-Dichlor-4-nitropyridin-N-oxid 2587-01-1 Clc1cc(cc(Cl)[n+]1[O-])[N+](=O)[O-] 
Dodecanol 112-53-8 OCCCCCCCCCCCC Pyrazin 290-37-9 n(ccnc1)c1 
trans-4-Nitrozimtaldehyd 1734-79-8 O=CC=Cc(ccc(N(=O)=O)c1)c1 Methyl-pyrazin-2-carboxylat 6164-79-0 O=C(OC)c(nccn1)c1 
Zimtaldehyd 104-55-2 O=CC=Cc(cccc1)c1 2-Aminopyrazin 5049-61-6 n1c(N)cncc1 
trans-4-Methoxyzimtaldehyd 24680-50-0 O=C/C=C/c1ccc(OC)cc1 2-Methylpyrazin 109-08-0 n(ccnc1C)c1 
trans-4-Chlorzimtaldehyd 49678-02-6 C1=CC(=CC=C1/C=C/C=O)Cl 2-Chlorpyrazin 14508-49-7 n(ccnc1Cl)c1 
4-(1,1,2,2)-
Tetrafluorethoxybenzaldehyd 
35295-36-4 O=Cc(ccc(OC(F)(F)C(F)F)c1)c1 2,3-Dichlorpyrazin 4858-85-9 n1c(Cl)c(Cl)ncc1 
3-Phenyl-2-propin-1-ol 1504-58-1 C1(=CC=CC=C1)C#CCO Pyrimidin 289-95-2 n(cccn1)c1 
trans-2-Hexen-1-ol 928-95-0 OCC=CCCC 2-Aminopyrimidin 109-12-6 n(cccn1)c1N 
4-Phenyl-3-butin-2-ol 5876-76-6 CC(O)C#Cc1ccccc1 4-Methylpyrimidin 3438-46-8 n(ccc(n1)C)c1 
Zimtalkohol 104-54-1 OCC=Cc(cccc1)c1 2,4-Difluorpyrimidin 2802-61-1 n1c(nccc1F)F 
trans-2-Hepten-1-ol 33467-76-4 OCC=CCCCC 2-Chlorpyrimdin 1722-12-9 C1=CN=C(Cl)N=C1 
trans-2-Octen-1-ol 18409-17-1 OCC=CCCCCC 4,6-Dihydroxypyrimidin 1193-24-4 n1cnc(O)cc1O 
1-Octen-3-ol 3391-86-4 OC(C=C)CCCCC 2,4-Dichlorpyrimidin 3934-20-1 n(ccc(n1)Cl)c1Cl 
trans-Hexenal 6728-26-3 O=CC=CCCC 1,2-Dihydropyridazin-3,6-dion 123-33-1 C1=CC(=O)NNC1(=O) 
trans-Zimtaldehyd 104-55-2 O=CC=Cc(cccc1)c1 Pyridazin 289-80-5 n(nccc1)c1 
trans-Heptenal 18829-55-5 O=CC=CCCCC 3-Methylpyridazin 1632-76-4 n1nc(C)ccc1 
2,5-Dihydroxy-1,4-benzochinon 615-94-1 O=C1C(O)=CC(=O)C(O)=C1 3,6-Dichlorpyridazin 141-30-0 n(nc(cc1)Cl)c1Cl 
2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon 530-55-2 O=C1C(OC)=CC(=O)C=C1OC 2-Methoxy-1,4-hydrochinon 824-46-4 c1c(O)c(OC)cc(O)c1 
2-Methoxy-1,4-benzochinon 2880-58-2 O=C1C=CC(=O)C=C1OC 1,4-Hydrochinon 123-31-9 Oc(ccc(O)c1)c1 
1,4-Benzochinon 106-51-4 C1(=O)C=CC(=O)C=C1 1,3-Hydrochinon 108-46-3 Oc(cccc1O)c1 
2-Methyl-1,4-benzochinon 553-97-9 CC1=CC(=O)C=CC1=O 3-Methoxy-1,2-hydrochinon 934-00-9 c(cc(O)c1O)cc1OC 
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Verbindung CAS SMILES Verbindung CAS SMILES 
      
2-Chlor-1,4-benzochinon 695-99-8 O=C1C(Cl)=CC(=O)C=C1 1,2-Hydrochinon 120-80-9 Oc(c(O)ccc1)c1 
2,5-Dichlor-1,4-benzochinon 615-93-0 O=C1C(Cl)=CC(=O)C(Cl)=C1 2-Methyl-1,4-hydrochinon 95-71-6 Oc(c(cc(O)c1)C)c1 
2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon 137-18-8 O=C1C(C)=CC(=O)C(C)=C1 4-Methyl-1,2-hydrochinon 452-86-8 Oc(c(O)cc(c1)C)c1 
1,4-Benzochinon-dioxim 105-11-3 ON=C1C=CC(=NO)C=C1 2-Nitro-1,3-hydrochinon 601-89-8 O=N(=O)c(c(O)ccc1)c1O 
3-Aminocumarin 1635-31-0 c12OC(=O)C(N)=Cc1cccc2 4-Nitro-1,2-hydrochinon 3316-09-4 Oc1c(O)cc(N(=O)=O)cc1 
3-Hydroxycumarin 39-19-5 c12OC(=O)C(O)=Cc1cccc2 Isoeugenol 97-54-1 O(c(c(O)ccc1C=CC)c1)C 
3-Acetylcumarin 3949-36-8 O=C1C(=Cc2c(cccc2)O1)C(=O)C Eugenol 97-53-0 O(c(c(O)ccc1CC=C)c1)C 
Cumarin-3-carbonsäure 531-81-7 O=C1C(=Cc2c(cccc2)O1)C(=O)O Dihydroeugenol 2785-87-7 O(c(c(O)ccc1CCC)c1)C 
3,4-Dihydrocumarin 119-84-6 O=C(Oc(c(ccc1)C2)c1)C2 Methylisoeugenol 93-16-3 O(c(c(OC)cc(c1)C=CC)c1)C 
7-Hydroxycumarin 93-35-6 Oc1ccc2C=CC(=O)Oc2c1 Methyleugenol 93-15-2 O(c(c(OC)cc(c1)CC=C)c1)C 
6-Nitrocumarin 2725-81-7 
N(=O)(=O)c1cc2c(cc1)OC(=O)C=C
2 Eugenolacetat 93-28-7 
O=C(Oc(c(OC)cc(c1)CC=C)c1)C 
Cumarin 91-64-5 c1cc2OC(=O)C=Cc2cc1 Oxalsäuremonoamid 471-47-6 O=C(O)C(=O)N 
7-Methoxycumarin 531-59-9 COc1ccc2C=CC(=O)Oc2c1 L-Milchsäure 79-33-4 O=C(O)C(O)C 
3-Chlorcumarin 92-48-5 O=C1Oc2ccccc2C=C1CL 3-Nitropropionsäure 504-88-1 OC(=O)CCN(=O)=O 
5-Nitro-2-furfurylalkohol 98-00-0  Trifluoressigsäure 76-05-1 O=C(O)C(F)(F)F 
Furfurylalkohol 2493-04-1 c1c(CO)occ1 3,4-Dihydroxybenzoesäure 99-50-3 O=C(O)C(F)(F)F 
5-Nitro-2-furoylchlorid 25084-14-4 OCc1ccc(o1)[N+](=O)[O-] 2,3-Dibrompropionsäure 600-05-5 O=C(O)C(Br)CBr 
Furfural 98-01-1 o1c(C(=O)CL)ccc1N(=O)(=O) Trichloressigsäure 76-03-9 O=C(O)C(Cl)(Cl)Cl 
2-Furoylchlorid 527-69-5 O=Cc(occ1)c1 3,3,3-Trifluor-2-
(trifluormethyl)propionsäure 
564-10-3 OC(=O)C(C(F)(F)F)C(F)(F)F 
2-Furancarbonsäure 88-14-2 O=C(c(occ1)c1)CL Perfluorbutansäure 375-22-4 O=C(O)C(F)(F)C(F)(F)C(F)(F)F 
2-Nitrofuran 609-39-2 O=C(O)c(occ1)c1 Perfluorhexansäure 307-24-4 
O=C(O)C(F)(F)C(F)(F)C(F)(F)C(F)(F)C(F
)(F)F 
5-Nitro-2-furancarbonsäure 645-12-5 o1cccc1N(=O)(=O) 3,5-Diiodsalicylsäure 133-91-5 O=C(O)c(c(O)c(cc1I)I)c1 
5-Nitro-2-furaldehyd 698-63-5 OC(=O)c1ccc(o1)N(=O)(=O) 15-Hydroxypentadekansäure 4617-33-8 OC(=O)CCCCCCCCCCCCCCO 
Thiophen-2-carbaldehyd 98-03-3 O=CC(SC=C1)=C1 2,3,5-Triiodobenzoesäure 88-82-4 O=C(O)c(c(c(cc1I)I)I)c1 
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Thiophen-2-carbonylchlorid 5271-67-0 O=C(C(SC=C1)=C1)Cl Mefenaminsäure 61-68-7 OC(=O)c1ccccc1Nc2c(C)c(C)ccc2 
5-Nitrothiophen-2-carbaldehyd 4521-33-9 S1C(C=O)=CC=C1N(=O)=O Flufenaminsäure 530-78-9 OC(=O)c1ccccc1Nc2cc(C(F)(F)F)ccc2 
2-Nitrothiophen 609-40-5 O=N(=O)C(SC=C1)=C1 Perfluorheptansäure 375-85-9 
O=C(O)C(F)(F)C(F)(F)C(F)(F)C(F)(F)C(F
)(F)C(F)(F)F 
Thiophen-2-carbonsäure 527-72-0 O=C(O)C(SC=C1)=C1    
Thiophen 110-02-1 S1C=CC=C1    
2-Aminopyridin 504-29-0 n(c(N)ccc1)c1    
2-Fluorpyridin 372-48-5 n1ccccc1F    
2-Hydroxypyridin 142-08-5 n(c(ccc1)Cl)c1    
2-Chlorpyridin 109-09-1 n(c(O)ccc1)c1    
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Schema. Strukturen der Verbindungen zur Sorptionsanalytik. (A1) 2-Butanon, (A2) 2-Pentanon, (A3) o-Nitrophenol, (A4) Benzol, (A5) 2-Chlor-1-nitrobenzol, (A6) o-
Nitrotoluol, (A7) 3-Fluortoluol, (B1) Toluol, (B2) 2,4-Dinitrophenol, (B3) 1-Brom-2-Phenylethan, (B4) p-Xylol, (B5) Indan, (B6) Naphthalin, (B7) Propylbenzol, (C1) 1,2,4-Trichlorbenzol, 
(C2) 1-Bromnaphthalen, (C3) Diphenylether, (C4) Butylbenzol, (C5) Dibenzothiophen, (C6) 1,2,3,4-Tetrachlorbenzol, (C7) 4-Bromodiphenylether, (D1) 2,6-Ditertbutyl-p-cresol, (D2) 
Pentachlorbenzol, (D3) Phenylhexan, (D4) Hexachlorbenzol. 
 
 
 
Tabelle 4.5.3 Ergebnisse der Sorptionsmessung I.  
Ergebnisse des fraktionierten Anteils fs der untersuchten 25 Substanzen mit Hilfe der HPLC/UV-Messung, wobei die Stoffe mit ihrem log Kow-Wert, der eingesetzten nominalen 
Konzentration (cnom) und der verbleibenden, tatsächlichen Konzentration (c24h) nach 24-h-Exposition dargestellt sind. 
Substanz CAS log Kow λ a tR a cnom c24h fs b fs b Sw 
   [nm] [min] [mM] [mM] [%] [mg/L] 
2-Butanon 78-93-3 0,29 240 2,5 50,20 49,48 1,44 0,014 96451 
2-Pentanon 107-87-9 0,91 240 2,6 24,64 25,05 0,00 0,000 33457 
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Substanz CAS log Kow λ a tR a cnom c24h fs b fs b Sw 
   [nm] [min] [mM] [mM] [%] [mg/L] 
o-Nitrophenol 88-75-5 1,79 210 5,8 0,05 0,04 3,20 0,032 1711,9 
Benzol 71-43-2 2,13 254 4,2 1,78 1,58 11,71 0,117 1339 
2-Chlor-1-nitrobenzol 88-73-3 2,24 254 3,6 0,00034 0,00033 2,80 0,028 220,79 
o-Nitrotoluol 88-72-2 2,30 254 4,0 0,0037 0,0034 6,73 0,067 281,99 
3-Fluortoluol 352-70-5 2,58 210 10,3 0,0113 0,0098 12,70 0,127 489,05 
Toluol 108-88-3 2,73 210 5,3 0,96 0,94 1,55 0,016 471,12 
2,4-Dinitrophenol 120-83-3 3,06 210 5,1 0,39 0,35 9,56 0,096  
1-Brom-2-Phenylethan 103-63-9 3,09 210 7,2 0,01 0,01 6,60 0,066 45,124 
p-Xylol 106-42-3 3,12 254 7,2 0,335 0,310 7,51 0,075 161,92 
Indan 496-11-7 3,18 210 9,3 0,014 0,011 20,86 0,209 80,518 
Naphthalin 91-20-3 3,30 210 7,8 0,010 0,009 10,77 0,108 38,923 
Propylbenzol 103-65-1 3,69 210 8,6 0,28 0,23 12,32 0,123 51,823 
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 4,02 210 10,8 0,16 0,14 11,38 0,114 26,128 
1-Bromnaphthalen 90-11-9 4,06 210 12,6 0,007 0,006 10,83 0,108 10,673 
Diphenylether 101-84-8 4,21 210 7,2 0,12 0,11 8,31 0,083 22,894 
Butylbenzol 104-51-8 4,38 210 12,3 0,20 0,15 24,66 0,247 16,805 
Dibenzothiophen 132-65-0 4,38 210 6,9 0,0021 0,0016 24,36 0,244 2,475 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,60 210 14,7 0,020 0,010 19,06 0,191 6,3197 
4-Bromodiphenylether 101-55-3 4,94 210 11,7 0,035 0,022 36,16 0,362 5,6871 
2,6-Ditertbutyl-p-cresol  128-37-0 5,10 210 17,6 0,006 0,003 43,24 0,432 10,351 
Pentachlorbenzol 608-93-5 5,17 210 28,6 0,009 0,006 34,80 0,348 1,4897 
Phenylhexan 1077-16-3 5,52 210 26,2 0,019 0,008 54,98 0,550 1,7133 
Hexachlorbenzol 118-74-1 5,73 210 17,1 0,001 0,001 55,29 0,553 0,34449 
a Wellenlänge λ in nm, bei der die jeweilige Substanz detektiert und ausgewertet werden konnte, wenngleich tR in min. die entsprechende Retentionszeit der Verbindung angibt. b Der sich 
ergebende, fraktionierte Anteil durch Sorption ist fs.  
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Tabelle 4.5.4 Substanzdeskriptoren für die Abraham-Gleichung 
Substanz CAS log Kow A BH BO E S L V 
2-Butanon 78-93-3 0,29 0 0,51 0,51 0,17 0,7 2,287 0,6879 
2-Pentanon 107-87-9 0,91 0 0,51 0,51 0,14 0,68 2,755 0,8288 
o-Nitrophenol 88-75-5 1,79 0,05 0,37 0,37 1,02 1,05 4,76 0,9493 
Benzol 71-43-2 2,13 0 0,14 0,14 0,61 0,52 2,786 0,7164 
2-Chlor-1-nitrobenzol 88-73-3 2,24 0 0,24 0,24 1,02 1,24 5,121 1,013 
o-Nitrotoluol 88-72-2 2,3 0 0,28 0,28 0,87 1,11 4,878 1,0315 
3-Fluortoluol 352-70-5 2,58 0 0,1 0,1 0,49 0,58 3,332 0,875 
Toluol 108-88-3 2,73 0 0,14 0,14 0,6 0,52 3,325 0,8573 
2,4-Dichlorphenol 120-83-3 3,06 0,58 0,14 0,14 0,96 0,99 4,943 1,0199 
1-Brom-2-Phenylethan 103-63-9 3,09 0 0,3 0,3 0,97 0,94 5,17 1,1732 
p-Xylol 106-42-3 3,15 0 0,16 0,16 0,61 0,52 3,839 0,9982 
Indan 496-11-7 3,18 0 0,15 0,15 0,83 0,62 4,59 1,0305 
Naphthalen 91-20-3 3,3 0 0,2 0,2 1,34 0,92 5,161 1,0854 
Propylbenzol 103-65-1 3,69 0 0,15 0,15 0,6 0,5 4,23 1,1391 
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 4,02 0 0 0 0,98 0,81 5,248 1,0836 
1-Bromnaphthalen 90-11-9 4,06 0 0 0 1,33 1,04 6,682 1,2604 
Diphenylether 101-84-8 4,21 0 0,2 0,2 1,22 1,08 6,287 1,3829 
Butylbenzol 104-51-8 4,38 0 0,15 0,15 0,6 0,51 4,73 1,28 
Dibenzothiophen 132-65-0 4,38 0 0,2 0,2 1,96 1,31 7,575 1,3791 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,6 0 0 0 1,18 0,92 6,171 1,206 
4-Bromodiphenylether 101-55-3 4,94 0 0,324 0,348 1,61 1,376 7,68 1,5579 
2,6-Di-tertbutyl-p-cresol  128-37-0 5,1 0,37 0,64 0,64 0,84 0,71 6,255 2,0432 
Pentachlorbenzol 608-93-5 5,17 0,06 0 0 1,49 0,92 6,63 1,3284 
Phenylhexan 1077-16-3 5,52 0 0,15 0,15 0,59 0,5 5,72 1,5618 
Hexachlorbenzol 118-74-1 5,73 0 0 0 1,49 0,99 7,39 1,4508 
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Tabelle 4.5.5 Ergebnisse der Sorptionsmessung I.  
Ergebnisse des fraktionierten Anteils fs der untersuchten 25 Substanzen mit Hilfe der HPLC/UV-Messung, wobei die 
Stoffe mit ihrem log Kow-Wert, der eingesetzten nominalen Konzentration (cnom) und der verbleibenden, tatsächlichen 
Konzentration (c24h) nach 24-h-Exposition dargestellt sind. 
Substanz CAS log Kow λ a tR a cnom c24h fs b fs b 
  [nm] [min] [mM] [mM] [%] 
2-Butanon 78-93-3 0,29 240 2,5 50,20 49,48 1,44 0,014 
2-Pentanon 107-87-9 0,91 240 2,6 24,64 25,05 0,00 0,000 
o-Nitrophenol 88-75-5 1,79 210 5,8 0,05 0,04 3,20 0,032 
Benzol 71-43-4 2,13 254 4,2 1,78 1,58 11,71 0,117 
2-Chlor-1-nitrobenzol 88-73-3 2,24 254 3,6 0,00034 0,00033 2,80 0,028 
o-Nitrotoluol 88-72-2 2,30 254 4,0 0,0037 0,0034 6,73 0,067 
3-Fluortoluol 352-70-5 2,58 210 10,3 0,0113 0,0098 12,70 0,127 
Toluol 108-88-3 2,73 210 5,3 0,96 0,94 1,55 0,016 
2,4-Dinitrophenol 120-83-3 3,06 210 5,1 0,39 0,35 9,56 0,096 
1-Brom-2-Phenylethan 103-63-9 3,09 210 7,2 0,01 0,01 6,60 0,066 
p-Xylol 106-42-3 3,12 254 7,2 0,335 0,310 7,51 0,075 
Indan 496-11-7 3,18 210 9,3 0,014 0,011 20,86 0,209 
Naphthalin 91-20-3 3,30 210 7,8 0,010 0,009 10,77 0,108 
Propylbenzol 103-65-1 3,69 210 8,6 0,28 0,23 12,32 0,123 
1,2,4-Trichlorbenzol 120-82-1 4,02 210 10,8 0,16 0,14 11,38 0,114 
1-Bromnaphthalen 90-11-9 4,06 210 12,6 0,007 0,006 10,83 0,108 
Diphenylether 101-84-8 4,21 210 7,2 0,12 0,11 8,31 0,083 
Butylbenzol 104-51-8 4,38 210 12,3 0,20 0,15 24,66 0,247 
Dibenzothiophen 132-65-0 4,38 210 6,9 0,0021 0,0016 24,36 0,244 
1,2,3,4-Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,60 210 14,7 0,020 0,010 19,06 0,191 
4-Bromodiphenylether 101-55-3 4,94 210 11,7 0,035 0,022 36,16 0,362 
2,6-Di-tertbutyl-p-cresol  128-37-0 5,10 210 17,6 0,006 0,003 43,24 0,432 
Pentachlorbenzol 608-93-5 5,17 210 28,6 0,009 0,006 34,80 0,348 
Phenylhexan 1077-16-3 5,52 210 26,2 0,019 0,008 54,98 0,550 
Hexachlorbenzol 118-74-1 5,73 210 17,1 0,001 0,001 55,29 0,553 
a Wellenlänge λ in nm, bei der die jeweilige Substanz detektiert und ausgewertet werden konnte, wenngleich tR in min. 
die entsprechende Retentionszeit der Verbindung angibt. b Der sich ergebende, fraktionierte Anteil durch Sorption ist fs. 
 
 
 
Tabelle 4.5.6  Toxizität im MTT-Test.  
Zusammenfassung der ermittelten Toxizität (log ECହ଴WHT und log ICହ଴MTT in M) von 17 Narkosestoffen im WHT und im 
MTT-Test mit Tetrahymena pyriformis nach einer Exposition von 48 h. Vergleichend sind die Ergebnisse aus den 
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen nach 48 h durch Franziska Schramm angegeben. Des Weiteren sind die 
Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (log Kow) und CAS-Nummern (Chemical Abstract Service) dargestellt.  
Substanz CAS log Kowa 
fgb fsb WHT
50EClog
c 
MTT
50 IClog
c
 
WHT
50EClog
d 
     [M] [M] [M] 
Methanol 67-56-1 −0,77 0,003 0,027 −0,49 ± 0,10 −0,46 ± 0,14 −0,32 ± 0,01 
Ethanol 64-17-5 −0,31 0,004 0,028 −0,93 ± 0,05 −0,96 ± 0,04 −0,55 ± 0,01 
Aceton 67-64-1 −0,24 0,030 0,028 −1,24 ± 0,02 −0,95 ± 0,03 −0,86 ± 0,02 
2-Butanon 78-93-3 0,29 0,040 0,030 −1,65 ± 0,04 −1,27 ± 0,14 −1,21 ± 0,02 
Butanol 71-36-3 0,88 0,007 0,035 −1,95 ± 0,04 −1,82 ± 0,09 −1,62 ± 0,06 
2-Pentanon 107-87-9 0,91 0,054 0,035 −2,03 ± 0,02 −1,76 ± 0,03 -- 
MTBE 1634-04-4 0,94 0,567 0,035 −1,64 ± 0,19 −1,52 ± 0,03 −1,88 ± 0,04 
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Substanz CAS log Kowa 
fgb fsb WHT
50EClog
c 
MTT
50 IClog
c
 
WHT
50EClog
d 
     [M] [M] [M] 
Trichlormethan 67-66-3 1,97 0,654 0,050 −2,35 ± 0,01 −2,36 ± 0,02 −2,84 ± 0,05 
Hexanol 111-27-3 2,03 0,012 0,052 −2,80 ± 0,02 −2,68 ± 0,02 −2,59 ± 0,03 
Heptanol 111-70-6 2,31 0,016 0,059 −3,27 ± 0,02 −3,21 ± 0,06 −3,14 ± 0,04 
Oktanol 111-87-5 3,00 0,021 0,087 −3,95 ± 0,06 −3,72 ± 0,57 −3,73 ± 0,02 
p-Xylol 106-42-3 3,15 0,801 0,095 −3,37 ± 0,01 −3,39 ± 0,02 -- 
1,2,4-
Trichlorbenzol 120-82-1 4,02 0,573 0,173 −4,62 ± 0,02 −4,85 ± 0,01 −4,68 ± 0,05 
Diphenylether 101-84-8 4,21 0,067 0,199 −4,70 ± 0,01 −4,57 ± 0,03 −4,91 ± 0,03 
1,2,3,4-
Tetrachlorbenzol 634-66-2 4,60 0,504 0,267 −5,40 ± 0,07 −5,15 ± 0,05 −5,35 ± 0,05 
4-
Bromdiphenylether 101-55-3 4,94 0,029 0,348 −5,30 ± 0,01 −5,52 ± 0,02 −5,24 ± 0,04 
Dodecanol 112-53-8 5,13 0,066 0,404 −5,22 ± 0,01 −5,24 ± 0,20 −5,16 ± 0,01 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption. c Der log ECହ଴WHT bzw. log ICହ଴MTT  [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive bzw. inhibierende 
Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen Effekt auf das Wachstum (IC - Enzymhemmung) der Ciliaten 
Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Ergebnisse aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen nach Schramm et 
al.68 
 
 
 
Tabelle 4.5.7 Zusammenfassung der Toxizitätsdaten aromatischer Aldehyde. 
Zusammengefasst sind neben den Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten log Kow, den Anteilen an berechneten 
Fraktionen fg, fs als substanzspezifische Parameter, auch die Toxizitätswerte nach dem Wachstumshemmtest log ECହ଴WHT- 
[M] und des im MTT-Test ermittelten log ICହ଴MTT [M] aromatischer Aldehyde nach 48 h im Bioassay mit Tetrahymena 
pyriformis.  
Verbindung CAS log Kowa 
fgb fsb 
WHT
50EClog
 
MTT
50 IClog
 
WHT
50EClog
d 
     [M] [M] [M] 
trans-4-Nitrozimtaldehyd 1734-79-8 
−0,5
6 0 
0,02
7 −3,80 ± 0,01 −3,66 ± 0,02 -- 
trans-Zimtaldehyd 104-55-2 1,90 
0,10
5 
0,04
9 −3,71 ± 0,004 −3,68 ± 0,01 −3,93 ± 0,04 
trans-4-
Methoxyzimtaldehyd 
24680
-50-0 1,93 
0,00
6 
0,04
9 −3,42 ± 0,01 −3,33 ± 0,01 -- 
trans-4-Chlorzimtaldehyd 49678-02-6 2,46 
0,07
8 
0,06
4 −4,04 ± 0,01 −4,03 ± 0,01 -- 
4-(1,1,2,2)-
Tetrafluorethoxybenzaldehy
d 
35295
-36-4 3,12 
0,01
0 
0,09
4 −3,52 ± 0,02 −3,51 ± 0,01 -- 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption. c Der log ECହ଴WHT bzw. log ICହ଴MTT  [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive bzw. inhibierende 
Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen Effekt auf das Wachstum (IC - Enzymhemmung) der Ciliaten 
Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Ergebnisse aus den Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen nach Schramm et 
al..68 
 
 
 
Tabelle 4.5.8 Zusammenfassung der Ergebnisse der α,β-ungesättigten Alkohole. 
Zusammenfassung der Ergebnisse der neun aliphatischen ungesättigten Alkohole und zwei α,β-ungesättigten, 
aliphatischen Aldehyden, in Verbindung mit dessen log Kow, Anteilen an berechneten Fraktionen fg, fs als 
substanzspezifische Parameter sowie dessen effektiven Konzentrationen log EC50 [M], zur Berechnung der 
Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung CAS log Kow  fg b fs b log EC50 c log Te e Hillanstieg d 
     [M]   
Alkohole         
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Verbindung CAS log Kow  fg b fs b log EC50 c log Te e Hillanstieg d 
     [M]   
3-Phenyl-2-propin-1-
ol 
1504-58-1 1,34 0 0,039 −3,12  ±  
0,10 
0,93 1,85 ± 0,47 
trans-2-Hexen-1-ol 928-95-0 1,61 0,011 0,043 −2,49  ±  
0,04 
0,05 2,44 ± 0,38 
4-Phenyl-3-butin-2-ol 5876-76-6 1,76 0 0,046 −3,34  ±  
0,03 
0,78 2,48 ± 0,42 
Zimtalkohol 104-54-1 1,95 0 0,050 −3,36  ±  
0,11 
0,64 1,37 ± 0,29 
trans-2-Hepten-1-ol 33467-76-4 2,10 0,014 0,053 −2,98  ±  
0,14 
0,11 2,01 ± 0,68 
trans-2-Okten-1-ol 18409-17-1 2,59 0,019 0,069 −3,59  ±  
0,04 
0,28 2,43 ± 0,44 
1-Okten-3-ol 3391-86-4 2,60 0,016 0,069 −3,33  ±  
0,03 
0,02 1,49 ± 0,20 
Aldehyde         
trans-Hexenal 6728-26-3 1,58 0,059 0,043 −4,01 ± 
0,02 
1,61 1,72 ± 0,23 
trans-Zimtaldehyd g 104-55-2 1,90 0,001 0,049   −3,71 ± 
0,004 
1,06 9,67 ± 1,11 
trans-Heptenal 18829-55-5 2,07 0,078 0,053 −4,27 ± 
0,02 
1,42 2,26 ± 0,23 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption. c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen 
Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Der Anstieg nach Hill entspricht dem 
Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die 
Narkoseerwartung.68 f Messung erfolgte nach einer Expositionszeit von 48 h und einer Berechnung der 
Toxizitätserhöhung unter Berücksichtigung der Narkoselevel-Toxizität 
 
 
Tabelle 4.5.9 Zusammenfassung der Ergebnisse α,β-ungesättigter 
Carbonylverbindungen.  
Zusammenfassung der Ergebnisse der Benzochinone und Cumarine, in Verbindung mit dessen log Kow, Anteilen an 
berechneten Fraktionen fg, fs als substanzspezifische Parameter sowie dessen effektiven Konzentrationen log EC50 [M], 
zur Berechnung der Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung CAS log Kow 
fg b fs b log EC50 c log Te e Hillanstieg d 
     [M]   
Benzochinone        
2,5-Dihydroxy-1,4-
benzochinon 615-94-1 −1,12 0,001 0,026 −2,83  ±  0,02 2,85 2,31 ±  0,25 
2,6-Dimethoxy-1,4-
benzochinon 530-55-2 −0,06 0 0,029 −5,52  ±  0,08 4,59 1,00 ±  0,18 
2-Methoxy-1,4-benzochinon 2880-58-2 0,04 0 0,029 −4,89  ±  0,03 3,86 3,03 ±  0,50 
1,4-Benzochinon 106-51-4 0,20 0 0,030 −5,22  ±  0,02 4,05 5,13 ±  0,59 
2-Methyl-1,4-benzochinon 553-97-9 0,72 0 0,033 −5,70  ± 0,10 4,06 2,35 ±  0,64 
2-Chlor-1,4-benzochinon 695-99-8 0,84 0 0,034 −4,96  ±  0,03 3,22 2,53 ±  0,27 
2,5-Dichlor-1,4-benzochinon 615-93-0 1,23 0 0,038 −5,40  ±  0,03 3,31 1,86 ±  0,20 
2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon 137-18-8 1,28 0 0,039 −5,30  ±  0,06 3,17 1,45 ±  0,26 
1,4-Benzochinon-dioxim 105-11-3 1,49 0 0,042 −3,82  ±  0,15 1,50 0,75 ±  0,18 
Cumarine        
3-Aminocumarin 1635-31-0 0,10 0 0,029 −3,47 ± 0,20 2,39 0,74 ±  0,09 
3-Hydroxycumarin 39-19-5 0,63 0,005 0,033 −3,87 ± 0,05 2,31 1,38 ±  0,16 
3-Acetylcumarin 3949-36-8 0,79 0 0,034 −3,50 ± 0,12 1,80 0,89 ±  0,16 
Cumarin-3-carbonsäure 531-81-7 0,82 0 0,034 −3,87 ± 0,09 2,15 0,95 ±  0,14 
3,4-Dihydrocumarin 119-84-6 0,97 0,018 0,035 −3,05 ± 0,07 1,19 1,93 ±  0,45 
7-Hydroxycumarin 93-35-6 1,03 0 0,036 −3,32 ± 0,25 1,41 0,96 ±  0,22 
6-Nitrocumarin 2725-81-7 1,33 0 0,039 −3,58 ± 0,05 1,40 2,19±  0,82 
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Verbindung CAS log Kow 
fg b fs b log EC50 c log Te e Hillanstieg d 
     [M]   
Cumarin 91-64-5 1,51 0,004 0,042 −3,02 ± 0,05 0,68 1,31 ±  0,17 
7-Methoxycumarin 531-59-9 1,59 0 0,043 −3,44 ± 0,09 1,02 1,41 ±  0,21 
3-Chlorcumarin 92-48-5 2,01 0,003 0,051 −3,49 ± 0,57 0,70 0,62 ±  0,14 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption. c Der log EC50 [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 
50%igen Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Der Anstieg nach Hill entspricht 
dem Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die 
Narkoseerwartung68  
 
 
 
Tabelle 4.5.10 Zusammenfassung der Ergebnisse der Furane und Thiophene.  
Zusammenfassung der Ergebnisse der neun Furane und sechs Thiophene, in Verbindung mit dessen log Kow, Anteilen an 
berechneten Fraktionen fg, fs als substanzspezifische Parameter sowie dessen effektiven Konzentrationen log EC50 [M], 
zur Berechnung der Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung CAS log Kow  
fg b fs b log EC50 c log Te e Hillanstieg d 
     [M]   
Furane        
5-Nitro-2-furfurylalkohol 98-00-0 0,26 0 0,030 −4,17 ± 0,06 2,95 0,84 ± 0,08 
Furfurylalkohol 2493-04-1 0,28 0 0,030 −2,24 ± 0,03 1,00 2,09 ± 0,27 
5-Nitr 
o-2-furoylchlorid 
25084-14-4 0,38 0 0,031 −3,81 ± 0,02 2,48 2,19 ± 0,21 
Furfural 98-01-1 0,41 0,009 0,031 −3,39 ± 0,06 2,03 0,95 ± 0,11 
2-Furoylchlorid 527-69-5 0,56 0,079 0,032 −3,72 ± 0,03 2,23 1,79 ± 0,16 
2-Furancarbonsäure 88-14-2 0,64 0 0,033 −2,67 ± 0,17 1,11 0,81 ± 0,14 
2-Nitrofuran 609-39-2 0,66 0,013 0,033 −4,12 ± 0,06 2,54 0,72 ± 0,06 
5-Nitro-2-furancarbonsäure 645-12-5 0,81 0 0,034 −2,91 ± 0,11 1,20 0,83 ± 0,11 
5-Nitro-2-furaldehyd 698-63-5 1,01 0 0,036 −4,52 ± 0,05 2,63 1,22 ± 0,13 
Thiophene        
Thiophen-2-carbaldehyd 98-03-3 1,02 0,004 0,036 −3,10 ± 0,03 1,19 2,25 ± 0,33 
Thiophen-2-
carbonylchlorid 
5271-67-0 1,26 0,043 0,038 −3,84 ± 0,14 1,72 0,94 ± 0,16 
5-Nitrothiophen-2-
carbaldehyd 
4521-33-9 1,35 0 0,040 −5,00 ± 0,02 2,80 1,99 ± 0,19 
2-Nitrothiophen 609-40-5 1,55 0,007 0,043 −3,79 ± 0,10 1,41 0,89 ± 0,12 
Thiophen-2-carbonsäure 527-72-0 1,57 0 0,043 −2,41 ± 0,01 0,01 21,07 ± 36,33 
Thiophen 110-02-1 1,81 0,629 0,047 −2,83 ± 0,16 0,22 1,29 ± 0,30 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption. c Der log EC50 [mol/L] ist die biologisch verfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 
50%igen Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Der Anstieg nach Hill entspricht 
dem Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die 
Narkoseerwartung.68  
 
 
Tabelle 4.5.11 Zusammenfassung der Ergebnisse der Azine.  
Zusammenfassung der Ergebnisse der Pyridine und Pyridin-N-oxide, in Verbindung mit dessen log Kow, Anteilen an 
berechneten Fraktionen fg, fs als substanzspezifische Parameter sowie dessen effektiven Konzentrationen log EC50 [M], 
zur Berechnung der Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung CAS log Kow  fg b 
fs b log EC50 c 
log Te 
e 
Hillanstieg 
d 
     [M]   
Pyridine  
2-Aminopyridin 504-29-0 0,48 0 0,031 −3,38 ± 0,06 1,96 1,01 ± 0,11 
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Verbindung CAS log Kow  fg b 
fs b log EC50 c 
log Te 
e 
Hillanstieg 
d 
     [M]   
2-Fluorpyridin 372-48-5 0,84 0,005 0,034 −1,99 ± 0,04 0,25 2,35 ± 0,42 
2-Hydroxypyridin 142-08-5 1,07 0 0,036 −2,06 ± 0,05 0,11 1,48 ± 0,22 
2-Chlorpyridin 109-09-1 1,22 0,176 0,038 −2,72 ± 0,03 0,64 2,68 ± 0,44 
Nitropyridine        
2-Hydroxy-5-nitropyridin 5418-51-9 −1,07 0 0,026 −2,85 ± 0,11 2,82 1,38 ± 0,27 
2-Hydroxy-3-methyl-5-
nitropyridin 
21901-34-8 −0,52 0 0,027 −2,84 ± 0,22 2,31 0,87 ± 0,20 
3-Nitropyridin 2530-26-9 0,62 0 0,032 −2,69 ± 0,16 1,15 1,10 ± 0,29 
3-Methoxy-2-nitropyridin 20265-37-6 0,70 0 0,033 −2,85 ± 0,09 1,23 1,86 ± 0,44 
3-Hydroxy-2-nitropyridin 15128-82-2 0,72 0 0,033 −3,58 ± 0,27 1,96  0,56 ± 0,09 
4-Amino-3-nitropyridin 1681-37-4 0,83 0 0,034 −2,76 ± 0,09 1,03 1,60 ± 0,33 
2-Amino-5-nitropyridin 4214-76-0 0,93 0 0,035 −3,22 ± 0,02 1,40 3,41 ± 0,64 
2-Methoxy-5-nitropyridin 5446-92-4 1,16 0 0,037 −3,03 ± 0,03 1,00 1,99 ± 0,32 
2-Chlor-4-nitropyridin 23056-36-2 1,27 0,001 0,039 −4,32 ± 0,03 2,19 1,46 ± 0,14 
2-Chlor-5-nitropyridin 4548-45-2 1,27 0,001 0,039 −3,72 ± 0,03 1,59 2,23 ± 0,30 
2-Amino-4-methyl-3-
nitropyridin 
6635-86-5 2,02 0 0,052 −3,41 ± 0,12 0,61 1,10 ± 0,24 
Pyridin-N-oxide         
Pyridin-N-oxid 694-59-7 −1,20 0 0,026 −1,37 ± 0,02 1,46 1,39 ± 4,12 
4-Nitropyridin-N-oxid 1124-33-0 −0,92 0 0,026 −4,60 ± 0,04 4,44 1,26 ± 0,13 
2-Methyl-4-nitropyridin-N-
oxid 
5470-66-6 −0,37 0 0,028 −4,09 ± 0,05 3,43 0,95 ± 0,09 
2-Chlor-4-nitropyridin-N-oxid 14432-16-7 −0,27 0 0,028 −4,74 ± 0,08 4,00 2,42 ± 0,50 
2,6-Dichlor-4-nitropyridin-N-
oxid 
2587-01-1   0,37 0 0,031 −4,77 ± 0,05 3,45 1,91 ± 0,31 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption. c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen 
Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Der Anstieg nach Hill entspricht dem 
Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die 
Narkoseerwartung.68 
 
 
Tabelle 4.5.12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Hydrochinone.  
Zusammenfassung der Ergebnisse der Hydrochinone, in Verbindung mit dessen log Kow, Anteilen an berechneten 
Fraktionen fg, fs als substanzspezifische Parameter sowie dessen effektiven Konzentrationen log EC50 [M], zur 
Berechnung der Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung CAS log Kow  fg b fs b log EC50 c log Te e Hillanstieg d 
     [M]   
2-Methoxy-1,4-hydrochinon 824-46-4 0,47 0 0,031 −3,66  ±  0,02 2,25 4,45 ± 0,63 
1,4-Hydrochinon 123-31-9 0,59 0 0,032 −3,23  ±  0,07 1,71 0,79 ± 0,10 
1,3-Hydrochinon 108-46-3 0,80 0 0,034 −2,31  ±  0,12 0,60 1,75 ± 0,34 
3-Methoxy-1,2-hydrochinon 934-00-9 0,86 0 0,034 −3,08  ±  0,08 1,32 1,46 ± 0,24 
1,2-Hydrochinon 120-80-9 0,88 0 0,035 −4,28  ±  0,10 2,51 0,52 ± 0,08 
2-Methyl-1,4-hydrochinon 95-71-6 0,91 0 0,035 −3,63  ±  0,11 1,83 1,05 ± 0,18 
4-Methyl-1,2-hydrochinon 452-86-8 1,37 0 0,040 −3,83  ±  0,19 1,61 0,74 ± 0,20 
2-Nitro-1,3-hydrochinon 601-89-8 1,56 0 0,043 −3,97  ±  0,02 1,58 2,02 ± 0,23 
4-Nitro-1,2-hydrochinon 3316-09-4 
1,66 0 0,044 −4,28  ±  0,06 1,80 1,12 ± 0,12 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen Effekt 
auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Der Anstieg nach Hill entspricht dem Anstieg 
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der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die 
Narkoseerwartung68 
 
 
Tabelle 4.5.13 Zusammenfassung der Ergebnisse der Eugenole.  
Zusammenfassung der Ergebnisse der Eugenole, in Verbindung mit dessen log Kow, Anteilen an berechneten Fraktionen 
fg, fs als substanzspezifische Parameter sowie dessen effektiven Konzentrationen log EC50 [M], zur Berechnung der 
Toxizitätserhöhung log Te. a 
Verbindung CAS log Kow  fg b fs b log EC50 c log Te e Hillanstieg d 
     [M]   
Isoeugenol 97-54-1 2,65 0 0,036 −4,03 ± 0,10   0,66 0,82 ± 0,10 
Eugenol 97-53-0 2,73 0 0,071 −3,48  ± 0,05   0,05 1,54 ± 0,20 
Dihydroeugenol 2785-87-
7 
2,87 0 0,074 −3,67  ± 0,18   0,11 1,07 ± 0,34 
Methylisoeugenol 93-16-3 2,95 0,010 0,080 −3,87  ± 0,07   0,24 1,83 ± 0,46 
Methyleugenol 93-15-2 3,03 0,017 0,084 −3,55  ± 0,06 −0,16 2,01 ± 0,44 
Eugenolacetat 93-28-7 3,06 0,004 0,089 −3,66  ± 0,04 −0,07 1,63 ± 0,19 
a Der Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient, log Kow, wurde mit Hilfe des Programms EpiSuite v3.20 ermittelt. b Die 
Fraktion fg entspricht dem Flüchtigkeitsverlust der entsprechenden Substanz bei 28 °C und fs durch Verlust aufgrund von 
Sorption. c Der log EC50 [mol/L] ist die bioverfügbare, effektive Konzentration der Verbindung, die einen 50%igen 
Effekt auf das Wachstum der Ciliaten Tetrahymena pyriformis GL hervorruft. d Der Anstieg nach Hill entspricht dem 
Anstieg der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. e Der log Te-Wert entspricht der Toxizitätserhöhung bezogen auf die 
Narkoseerwartung.68 
 
 
 
Zusammensetzung der verwendeten Medien 
 
Tabelle 4.5.14 Zusammensetzung benötigter Medien 
Medium  Bezugsquelle 
PPYG-Medium 
Proteose Pepton 20 g/l  BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
Hefe-Extrakt  1 g/l BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
Glucose 10 g/l Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Aqua dest. 1000 ml  
pH = 7,0   
   
PPYGH-Medium   
Proteose Pepton 20 g/l  BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
Hefe-Extrakt  1 g/l BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
Glucose Monohydrat  10 g/l Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Aqua dest. 1000 ml  
pH = 7,0   
   
PPTS-Medium   
Proteose Pepton 5 g/l BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
Trypton 5 g/l BD, Difco Laboratories, Becton Dickinson 
K2HPO4 0,2 g/l Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Aqua dest. 1000 ml  
pH = 7,2   
   
Reismedium   
Reis 5-10 Körner verkaufsüblicher Reis 
Volvicwasser  1L Volvic 
 
Die oben aufgeführten Medien für die Dauerkultivierung (PPYG, PPYGH, Reismedium) und für die Versuchsansätze 
wurden stets in bidestilliertem Wasser hergestellt. Für die pH-Einstellung der Medien standen 2 M Salzsäure und 2 M 
Natronlauge zur Verfügung. Um zu gewährleisten, dass die Medien frei von jeglichen Keimen und frei von 
Kontaminationen sind, wurden die Medien im Autoklaven bei 121 °C sterilisiert.  
 
Geräte 
Tabelle 4.5.15 Geräte und Materialien 
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Geräte Geräteinformation Firma 
Autoklav Laboklav 55 SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss/Satuelle Deutschland 
Autoklav Modell Systec 3850 EL Tuttnauer Europe Medical 
Brutschrank B 6209  Heraeus Instrument GmbH 
Brutschrank BF 240 Binder 
Brutschrank Sanyo Incubator, MIR-153 Sanyo Incubator 
CASY Cell-Counter® Modell TCC 
Innovatis AG CASY®  Technology, 
Innovatis, Roche Pharma AG, Grenzach-
Wyhlen (CH) 
HPLC Trennsäule LiChrospher 100 RP-18 (5µm) Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Hochleistungsflüssigkeits-
chromatograph (HPLC) 
Agilent Serie 1100 
Degaser 
Autosampler 
Binäre Pumpe 
Säulenofen 
Multiwellenlängendetektor 
Agilent Technologies, Böblingen 
Deutschland 
Magnetrührer Typ MR 3000 D Heidolph Instruments GmbH 
Multisizer TM 3 Coulter Counter  Beckmann Coulter GmbH 
Multisizer TM 4 Coulter Counter  Beckmann Coulter GmbH 
Mikroskop Olympus CH-2-PCD-PL Olympus Optical Co. Ltd. 
pH-Meter  CG 841 Shott Geräte GmbH 
Präzisionswaage ASA II 200, AG 245 Mettler Toledo 
Präzisionswaage Jl-200 Chyo Balance Corp., Japan 
Präzisionswaage Sartorius Extend D224S Sartorius AG, Göttingen Deutschland 
Präzisionswaage MP-3000 Chyo Balance Corp., Japan 
Spectra Max® Plus Modell 384 Molecular Devices 
Spectra Max  Modell M2 Molecular Devices 
Sterilbank Modell KS 12, Sicherheitsklasse 2 
HERA Safe; Thermo 
Scientific Heraeus Instruments 
GmbH 
Trockenschrank  Heraeus Instruments GmbH 
Ultraschallbad Transonic T 570/H Elma® 
Vortexer Lab Dancer Modell S 40 VWR
TM International 
VWR Collection 
Zentrifuge  Centrifuge 5415 C Eppendorf AG, Hamburg 
Zentrifuge High-Speed-Multifunktions-Kühl-zentrifuge  
 
 
Tabelle 4.5.16 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien I 
Material Bezugsquelle 
CASY®Cups Innovatis AG CASY
®  Technology, Innovatis, Roche 
Pharma AG, Grenzach-Wyhlen (CH) 
Cups Multisizer TM 3 und 4 Coulter 
Counter Beckmann Coulter GmbH 
Deckgläser  
elektrische Pipettierhilfe, Pipetboy pro  VWR International GmbH, Darmstadt  
Erlenmeyerkolben, enghals, 100 ml Duran®, Duran Group 
Erlenmeyerkolben, weithals, 50 ml Duran®, Duran Group 
Erlenmeyerkolben, weithals, 100 ml Duran®, Duran Group 
Eppendorf-Pipetten, 0,5 -10 μL, 2 -20 μL, 10 -100 μL, 20 -200 
μL, 100 -1.000 μL, 500 -5.000 μL Eppendorf AG, Hamburg 
Eppendorf-Spitzen, ep T.I.P.S. Eppendorf AG, Hamburg 
Eppendorf Tubes 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg 
GC-Röhrchen für Sorption  
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Glaskolben mit Schraubkappe, 50 ml UFZ, Werk1; Duran Group 
Handdispenser Multipette® plus, 1 mL, 5 mL  Eppendorf AG, Hamburg  
HPLC Vials und Deckel mit Septen 1,5 ml Agilent Technologies, Deutschland 
Injektions-Kanülen ROSE GmbH, Trier 
Iodzahlkolben mit NS-Hohlglasstopfen,50 ml Duran®, Duran Group 
Laborflaschen, enghals mit Gewinde, 1 L  Duran®, Duran Group 
Messkolben, 1 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, 100ml, 250 ml, 1 L, 2 
L Hirschmann  
Objektträger  
24er Mikrotiterplatten  TPP AG, Trasadingen (CH)  
96er Mikrotiterplatten  Nunc, Thermo Fisher Scientific,  Langenselbold  
Stopfen, Steristopfen ®,für  50 ml, 100 ml  VWRTM International, VWR Collection 
Schraubverbindungskappen, Gewinde 25 Duran®, Duran Group 
Septen , Silikon/PTFE, 22 mm Verschlüsse Ultra BondTM 
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml VWRTM International 
Spritzen, 1 ml Terumo® Europe N.V.  
Stopfen mit Abtropfspitze, für 50 ml Duran®, Duran Group 
PTFE-Dichtringe für NS29 Schliff  GLINDEMANN, Halle  
Vollpipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml BRAND GMBH & CO KG, Deutschland 
 
 
Tabelle 4.5.17 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien II 
Verbrauchlösungen und Materialien  Bezugsquelle  
Bacillol® AF Desinfektionsmittel  Bode Sterilium, BODE Chemie, Hamburg  
Desinfektionstücher VWRTM International 
Schnell-Desinfektionsmittel Bacillol Plus,VWRTM International 
CASY®ton  Innovatis AG CASY
® Technology, Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Ethanol 96 % Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Fluoresceindiacetat (FDA) Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe  
Glucose  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Glucose-Monohydrat  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Hefeexktrakt  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim  
Kaliumchlorid  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Kaliumhydrogenphosphat  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Isoton II Beckmann Coulter GmbH 
Lysoformin® 3000  Dr. Hans Rosemann GmbH, Berlin  
MTT, Handelsname: Thiazolyl  
Bluetetrazolium bromide  
Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe  
Methanol (HPLC rein) >99,8% Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Natriumchlorid  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Natriumhydrogencarbonat  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Natriumhydrogenphosphatmonohydrat  Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Natronlauge 32%; 2 M Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
N,N-Dimethylformamid  Fluka Chemie AG, Buchs (CH)  
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Proteose Pepton  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg  
Reis Handelsüblicher Basmatireis 
Salzsäure 25%, 32%, 2 M Merck KGaA, Darmstadt Deutschland 
Trypton  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg  
Volvicwasser Danone Waters Deutschland GmbH 
 
 
Quantifizierung Esteraseaktvität 
Zur Quantifizierung der Dehydrogenaseaktivität einer Kultur von Tetrahymena pyriformis nach der Einwirkung einer 
Chemikalie wurde zunächst das Farbreagenz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in 
einer Konzentration von 5 mg/mL eingewogen und in Hank´s Balance Solution gelöst. Die MTT-Lösung war bei 4 °C im 
Dunkeln für 2 Wochen haltbar.  
Um im Anschluss die Reaktion zwischen den vitalen Zellen und MTT zu stoppen wurde nach 3 h Inkubation mit MTT 
eine Stopplösung auf die Zellen gegeben. Diese Stopplösung war bei Raumtemperatur, im Dunkeln für längere Zeit 
haltbar. 
 
Tabelle 4.5.18 Zusammensetzung der Hank´s Balance Solution.  
Benötigte Chemikalien zur Herstellung der Hank´s Balance Solution, für die anschließende Herstellung der MTT-
Lösung. 
Chemikalie Mengenangabe [g/L] 
Kaliumdihydrogenphosphat 0,06 
Natriumhydrogenphosphatmonohydrat 0,09 
Natriumhydrogencarbonat 0,35 
Kaliumchlorid 0,4 
Natriumchlorid 8 
destilliertes Wasser auf 1 L 
 
 
Tabelle 4.5.19 Zusammensetzung der MTT-Stopplösung.  
Benötigte Chemikalien zur Herstellung der MTT-Stopplösung. 
Chemikalie Mengenangabe [g/L] 
Natriumdodecylsulfat 100 
N,N-Dimethylformamid 500 mL 
destilliertes Wasser auf 1 L 
 
Neben der Quantifizierung der Dehydrogenaseaktvität bei Einwirkung einer Chemikalie wurde zusätzlich der 
Zytotoxizitätstest FDA zur Bestimmung der Esteraseaktivität eingesetzt. Hierfür stand ein Zytoxizitätstest über eine 
Farbreaktion mit Hilfe des Fluoresceindiacetats (FDA) zur Verfügung. Für den Einsatz von 5mg/mL FDA wurden als 
Stammlösung 50 mg FDA auf 10 mL DMSO hergestellt. Eine Lagerung der Lösung war bei 4 °C, im Dunkeln über einen 
längeren Zeitraum möglich.  
Im Anschluss wurden aus der Stammlösung 40 µL mit destilliertem Wasser so gelöst, dass eine Endkonzentration an 
FDA von 4,8 µmol/L erreicht wurde. Diese Lösung wiederum wurde stets frisch am Tag der Messung hergestellt und 
direkt für die Bestimmung der Esteraseaktivität eingesetzt.  
 
Tabelle 4.5.20 Einstellung am CASYCounter und Multiziser Coulter Counter  
Einstellung am CASYCounter und Multiziser Coulter Counter für die Messung  der Zellzahl in Counts/mL 
Quelle der im Abschnitt erwähnten Funktionsweise: RJM SALES: Schärfe System: CASY Cell Counters and Analyzer 
Systems. – http://www.rjmsales.com/casy.htm. – 19.09.2013 
Einstellung CasyCounter Einstellung CoulterCounter 
Quelle-Funktionsweise 
Schärfe System: CASY Cell 
Counters and Analyzer Systems. – 
http://www.rjmsales.com/casy.htm. 
  
Setup Tetrahymena pyriformis.set Setup Ciliaten.ufz.som 
Sample Volume 3 · 400 µL Sample Volume 1 · 500 µL 
Deviation Control off Deviation Control  − 
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Einstellung CasyCounter Einstellung CoulterCounter 
Auto rtry off Auto rtry  − 
Dilution factor 101.0 Dilution factor 100 
Smoothing 11 Smoothing − 
Y-Axis Scaling Counts/mL Y-Axis Scaling Counts/mL 
% Calculation % Counts Kadence (Kd) 176,82 
Aggregation Correction off Current 800 µA 
Capillary  150 µm Capillary 140 µm 
X-Axis Scaling 40 µm X-Axis Scaling 80 µm 
Normalization Cursors 0.00 − 40.00 µm Normalization Cursors 0.00 − 80.00 µm 
Evaluation Cursors 20.00 − 40.00 µm Evaluation Cursors 20.00 − 40.00 µm 
Calibration file K000_040.150 Calibration file − 
 
Tabelle 4.5.21 Einstellungen für die Messung der Absorption und Fluoreszenz.  
Einstellungen für die Messung der Absorption (MTT) und Fluoreszenz (FDA) am SpektraMax 
Einstellung MTT-Messung Einstellung FDA-Messung 
Read Mode Absorbance Read Mode Fluorescence Scan 
Wavelengths 570 Wavelengths Ex: 485; Em: 510,  Auto Cutoff: 495 
PathCheck off Sensitivity Readings: 6 PMT: Auto 
Automix & Blanking Before: off 
Pre-Read Plate: off 
Automix before:off 
Autocalibrate on Autocalibration  on 
Assay Plate Type 24 Well Standard clrbtun Abs Assay Plate Type 96 Well Nunc blk PP 400 µl 
Well To Read „verschieden“ Well To Read „verschieden“ 
Carriage Speed Normal Carriage Speed Normal 
Speed read off Auto read off 
Column Wavelength 
Priority Column Priority 
  
Auto read off   
 
GC/MS-Methode 
 
Methode Hoch-30m-Anja-SIM-Anilin.M 
Substanz Anilin 
Agilent Technologies GC 7890A mit 5975C inertXL EI/CI MSD, EI-Modus 
Trägergas:  Helium 
Temperaturprogramm:                                 40°C (6 Min) ------> 10°/Min ----> 250°C (2 Min) 
GC -Laufzeit:                                      29 min 
Spltless  2 Minuten 
Gasfluss  1,5 mL/Minute Konstantflow 
Injektortemperatur 250°C 
Säule HP-5MS-UI  30m*0,25mm*0,25µm 
SIM-Modus Massen 93; 66; 65 und 92 
Solvent Delay 2.00 min 
Auf Masse 93 wurde Ausgewertet 
Gerstel MPS 2 XL:  
SPME-Methode  
Faser 65 µm PDMS-DVB 
Sorpionszeit 20 Minuten 250 U/Min 
Agitatortemperatur Raumtemperatur 
Desorptionszeit:  2 Minuten 
  
Methode: Hoch-30m-Anja-SIM-TClB.M 
Substanz 1234 TClB 
Agilent Technologies GC 7890A mit 5975C inertXL EI/CI MSD EI-Mod 
Trägergas:  Helium 
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Temperaturprogramm:                      
GC -Laufzeit:                                      28 min 
Spltless  2 Minuten 
Gasfluss  1,5 mL/Minute Konstantflow 
Injektortemperatur 250°C 
Säule HP-5MS-UI  30m*0,25mm*0,25µm 
SIM-Modus Massen 216; 214; 181 und 108 
Solvent Delay  
Auf Masse 216 wurde Ausgewertet 
Gerstel MPS 2 XL:  
SPME-Methode  
Faser 65 µm PDMS-DVB: 
Sorpionszeit 25 Minuten 250 U/Min 
Agitatortemperatur Raumtemperatur 
Desorptionszeit:  2 Minuten 
  
Methode:  
Substanz trans-Hexen-1-ol; trans-Hepten-1-ol 
Agilent Technologies GC 7890A mit 5975C inertXL EI/CI MSD  EI-Mod 
Trägergas:  Helium 
Temperaturprogramm:                      
GC -Laufzeit:                                      29 min 
Spltless  2 Minuten 
Gasfluss  1,5 mL/Minute Konstantflow 
Injektortemperatur 250°C 
Säule HP-5MS-UI  30m*0,25mm*0,25µm 
SIM-Modus Massen 57; 67; 82 (trans-Hexen-1-ol) 
Massen 57; 81; 55 und 96 (trans-Hepten-1-ol) 
Solvent Delay  
Auf Masse 57 wurde Ausgewertet (trans-
Hexen-1-ol) 
Auf Masse 57 wurde Ausgewertet (trans-Hepten-1-ol) 
Gerstel MPS 2 XL:  
SPME-Methode  
Faser 65 µm PDMS-DVB 
Sorpionszeit 30 Minuten 250 U/Min 
Agitatortemperatur Raumtemperatur 
Desorptionszeit:  2 Minuten 
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Herleitung Gleichung für Flüchtigkeitsverlust nach Schramm et al5: 
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Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen 
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        trans-2-hexen-1-ol 
        
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung 
Konzentration 
mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration 
mit Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
        0,8165 0,043 
        0 0 0,000 0,00 0,00 -6,22 -3,46 9,67 
        0 0 0,000 0,00 0,00 -10,07 16,15 -6,08 
        0 0 0,000 0,00 0,00 10,12 -12,3 2,18 
        0,0399 0,000325801 0,040 0,00 0,04 12,4 -7,05 -8,5 
        0,797 0,00650785 0,790 0,03 0,76 -10,01 9,57 11,98 
        1,0005 0,008169516 0,992 0,04 0,95 -12,79 -12,3 4,85 
        2,5013 0,020424198 2,481 0,11 2,37 24,55 37,72 34,09 
        2,6963 0,022016457 2,674 0,12 2,56 51,01 46,29 41,95 
        3,0016 0,024509364 2,977 0,13 2,85 44,97 51,73 55,96 
        4,9678 0,040564238 4,927 0,21 4,71 82,06 59,59 53,42 
        7,9999 0,065322648 7,935 0,34 7,59 103,69 109,36 96,92 
        10,001 0,081662496 9,919 0,43 9,49 109,42 104,86 112,4 
        0 0 0,000 0,00 0,00 -25,32 8,65 16,67 
        0 0 0,000 0,00 0,00 2,35 -2,35 
        0,100051932 0,000816967 0,099 0,00 0,09 1,50 8,13 4,49 
        0,500259662 0,004084837 0,496 0,02 0,47 11,23 11,55 18,61 
        1,500778987 0,01225451 1,489 0,06 1,42 24,49 23,85 17,54 
        2,00103865 0,016339347 1,985 0,09 1,90 35,19 37,11 20,86 
        3,001557975 0,024509021 2,977 0,13 2,85 50,59 52,09 50,70 
        3,798581844 0,031017066 3,768 0,16 3,60 72,83 71,87 66,20 
        5,502856287 0,044933205 5,458 0,24 5,22 104,71 99,36 91,02 
        5,999724358 0,048990348 5,951 0,26 5,69 105,99 107,38 102,25 
        6,799291921 0,055519163 6,744 0,29 6,45 110,48 108,66 106,84 
 
 
trans-2-hepten-
1-ol trans-2-octen-1-ol 
Nominalkonzen
tration [mM] 
Konzentration 
flüchtigkeitskor
regiert [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentr
ation 
[mM] 
Hemmung 
[%] 
1,0771 0,053 
Nominalk
onzentrati
on [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Flüchtigk
eit 
Konzentration 
flüchtigkeitskor
regiert [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Sorption 
endgülti
ge 
Konzent
ration 
[mM] 
Hemmung 
[%] 
0 0,000 0,00 0,00 
-
6,22 -3,46 9,67 1,4293 0,069 
0 0,000 0,00 0,00 
-
10,0
7 16,15 -6,08 0 0 0,000 0,00 0,00 
-
30,96 
14,0
6 
16,9
1 
0 0,000 0,00 0,00 
45,2
7 31,61 40,43 0 0 0,000 0,00 0,00 5,13 
-
3,54 
-
1,59 
0,0001016 0,000 0,00 0,00 
-
24,3
3 -24,2 -39,31 0,00010 
1,42857E-
06 0,000 0,00 0,00 2,89 2,74 
-
12,9
5 
0,0010163 0,001 0,00 0,00 
-
29,8
8 -23,84 -8,62 0,01 
0,0001142
86 0,008 0,00 0,01 -1,11 
-
3,95 6,96 
0,0813031 0,080 0,00 0,08 
-
11,5 -27,93 -26,12 0,05 
0,0007142
86 0,049 0,00 0,05 -6,49 
28,1
7 
23,3
9 
0,5026009 0,497 0,03 0,47 2,27 8,55 15,32 0,08 
0,0011466
17 0,079 0,01 0,07 12,63 
28,3
2 
13,6
8 
0,9017252 0,892 0,05 0,84 
14,4
7 17,74 67,39 0,10 
0,0014285
71 0,099 0,01 0,09 16,07 
-
10,5
2 
21,3
0 
1,3969349 1,382 0,07 1,31 
50,3
6 63,77 67,03 0,26 
0,0036654
14 0,253 0,02 0,24 54,02 
39,6
7 
59,6
9 
1,8034504 1,784 0,10 1,69 
85,7
6 92,16 91,8 0,80 
0,0114661
66 0,791 0,05 0,74 
107,8
0 
113,
63 
110,
94 
2,000056 1,979 0,11 1,87 
96,2
7 103,16 102,8 1,50 
0,0214285
72 1,478 0,10 1,38 
114,9
7 
110,
64 
108,
55 
2,4982223 2,471 0,13 2,34 
104,
97 110,77 109,32 3,00 
0,0428571
44 2,956 0,20 2,75 
115,7
2 
114,
38 
115,
57 
0 0,000 0,00 0,00 
-
25,3
2 8,65 16,67 0,00 0 0,000 0,00 0,00 3,96 
-
5,28 1,31 
0 0,000 0,00 0,00 2,35 -2,35 0,00 0 0,000 0,00 0,00 
-
11,54 8,93 2,60 
0,000591295 0,001 0,00 0,00 
-
4,81 -7,81 -6,42 0,00 
4,28786E-
06 0,000 0,00 0,00 -3,03 
13,6
8 
15,6
6 
0,005912952 0,006 0,00 0,01 
-
2,35 -4,06 16,04 0,00 
1,42929E-
05 0,001 0,00 0,00 13,65 5,93 8,31 
0,059129521 0,058 0,00 0,06 
18,0
5 61,04 99,76 0,01 
7,14643E-
05 0,005 0,00 0,00 15,03 
20,8
6 
34,9
0 
0,600164638 0,594 0,03 0,56 
36,8
7 33,98 30,56 0,01 
0,0001286
36 0,009 0,00 0,01 -0,30 
14,3
4 
33,9
2 
0,798248533 0,790 0,04 0,75 
42,0
1 38,90 36,87 0,15 
0,0021439
28 0,148 0,01 0,14 23,73 
18,3
9 
17,9
0 
0,949767931 0,940 0,05 0,89 
54,5
2 53,56 53,66 0,23 
0,0032873
56 0,227 0,02 0,21 46,57 
53,2
0 
56,1
6 
1,200329276 1,187 0,06 1,12 
58,6
9 55,70 50,99 0,70 
0,0100049
95 0,690 0,05 0,64 
100,9
6 
101,
05 
101,
85 
1,600192661 1,583 0,08 1,50 
72,0
6 75,16 70,56 1,50 
0,0214392
75 1,479 0,10 1,38 
111,2
4 
111,
83 
110,
94 
1,799754795 1,780 0,10 1,69 
78,8
0 78,05 3,00 
0,0428785
5 2,957 0,20 2,75 
112,2
3 
111,
14 
112,
82 
 
Anilin Zimtalkohol 
Cinnamylalkohol 
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Nominalkonzen
tration [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Flüchtigk
eit 
Konzentration 
flüchtigkeitskor
regiert [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Sorption 
endgültig
e 
Konzentr
ation 
[mM] 
Hemmung 
[%] 
Nominalkonzen
tration [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Flüchtigk
eit 
Konzentration 
flüchtigkeitskor
regiert [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Sorption 
endgültig
e 
Konzentr
ation 
[mM] 
Hemmung 
[%] 
0,1008 0,035 0,0084 0,050 
0 0 0,000 0,00 0,00 
-
30,9
6 
14,0
6 
16,9
1 0 0 0,000 0,00 0,00 8,41 
-
6,59 
-
1,81 
0 0 0,000 0,00 0,00 5,13 
-
3,54 
-
1,59 0 0 0,000 0,00 0,00 
-
9,11 
11,6
5 
-
2,54 
0,00001 
9,2622E-
09 0,000 0,00 0,000 
-
51,7
9 
-
40,4
4 
-
67,7
8 0,000097 
8,16116E-
09 0,000 0,00 0,00 
-
7,18 
-
13,2
6 5,95 
0,00046 
4,6311E-
07 0,000 0,00 0,000 
-
67,4
8 
-
4,73 
-
24,0
0 0,0048629 
4,08058E-
07 0,005 0,00 0,00 3,15 
11,2
6 
16,6
7 
0,09986 
0,0001006
76 0,100 0,00 0,10 
-
35,1
0 
-
41,5
2 
-
21,5
0 0,0077806 
6,52892E-
07 0,008 0,00 0,01 
15,3
8 
23,0
1 
18,7
6 
0,499 
0,0005033
81 0,499 0,02 0,48 
19,1
4 4,35 4,64 0,0995916 
8,35702E-
06 0,100 0,00 0,09 
30,5
4 
15,1
9 
22,0
5 
1,000 
0,0010078
68 0,999 0,03 0,96 
62,1
6 
46,3
3 
39,3
1 0,1999612 
1,67793E-
05 0,200 0,01 0,19 
34,9
9 
27,1
6 
32,7
6 
1,701 
0,0017148
13 1,699 0,06 1,64 
75,4
6 
66,5
0 
78,4
5 0,5602027 
4,70083E-
05 0,560 0,03 0,53 
66,5
6 
69,7
5 
62,7
0 
2,996 
0,0030202
84 2,993 0,10 2,89 
99,5
1 
92,4
9 
92,3
4 0,9959159 
8,35702E-
05 0,996 0,05 0,95 
91,0
8 
81,5
3 
95,4
3 
4,993 
0,0050338
07 4,988 0,17 4,82 
96,0
8 
101,
16 
97,8
7 1,7996512 
0,0001510
14 1,800 0,09 1,71 
102,
09 
103,
06 
107,
40 
9,999 
0,0100808
89 9,989 0,35 9,64 
104,
00 
106,
09 
115,
95 1,9996125 
0,0001677
93 1,999 0,10 1,90 
104,
89 
106,
73 
105,
86 
0,000 0 0,000 0,00 0,00 3,96 
-
5,28 1,31 0 0 0,000 0,00 0,00 6,45 6,17 
-
12,6
2 
0 0 0,000 0,00 0,00 
-
11,5
4 8,93 2,60 0 0 0,000 0,00 0,00 1,33 
-
15,7
0 
14,3
7 
0,001316869 
1,3276E-
06 0,001 0,00 0,00 
-
1,05 5,67 
-
1,45 0,0002023 
1,69752E-
08 0,000 0,00 0,00 6,15 
-
6,72 
-
7,14 
0,008779126 
8,85065E-
06 0,009 0,00 0,01 
-
6,79 
-
4,81 
-
0,66 0,0005057 
4,2438E-
08 0,001 0,00 0,00 
17,2
4 2,33 
22,1
5 
0,010095995 
1,01782E-
05 0,010 0,00 0,01 
-
0,48 
11,4
9 
-
1,76 0,002023 
1,69752E-
07 0,002 0,00 0,00 
18,7
7 8,77 
0,050479974 
5,08912E-
05 0,050 0,00 0,05 7,93 
15,3
4 4,66 0,0040459 
3,39504E-
07 0,004 0,00 0,00 6,15 
11,9
9 
12,5
0 
0,799997852 
0,0008065
15 0,799 0,03 0,77 
48,6
7 
62,7
1 
54,3
0 0,0101148 
8,4876E-
07 0,010 0,00 0,01 
28,8
4 
28,4
2 
36,6
4 
1,069955976 
0,0010786
73 1,069 0,04 1,03 
75,3
6 
71,5
1 
75,5
6 0,0497958 
4,17851E-
06 0,050 0,00 0,05 
14,7
0 
16,4
8 
16,2
2 
1,300408032 
0,0013110
02 1,299 0,05 1,25 
71,7
0 
59,3
4 
78,1
3 0,4045908 
3,39504E-
05 0,405 0,02 0,38 
52,6
4 
54,3
4 
44,6
8 
1,79972082 
0,0018143
83 1,798 0,06 1,74 
86,4
4 
85,9
4 
90,7
9 1,1982114 
0,0001005
45 1,198 0,06 1,14 
104,
39 
97,2
0 
102,
53 
5,999435198 
0,0060483
12 5,993 0,21 5,79 
102,
95 
102,
46 
103,
25 1,5000984 
0,0001258
78 1,500 0,07 1,43 
109,
90 
107,
53 
108,
46 
 
 
3-Phenyl-2-
propin-1-ol 
4-Phenyl-3-
butyn-2-ol 
Nominalkonzen
tration [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Flüchtigk
eit 
Konzentration 
flüchtigkeitskor
regiert [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentr
ation 
[mM] 
Hemmung 
[%] 
Nominalkonzen
tration [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Flüchtigk
eit 
Konzentration 
flüchtigkeitskor
regiert [mM] 
Änderung 
Konzentr
ation mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentr
ation 
[mM] 
Hemmung 
[%] 
0,0015 0,039 0,0020 0,046 
0 0 0,000 0,00 0,00 6,45 6,17 
-
12,6
2 0 0 0,000 0,00 0,00 
20,9
5 
-
18,1
7 
-
2,78 
0 0 0,000 0,00 0,00 1,33 
-
15,7
0 
14,3
7 0 0 0,000 0,00 0,00 
-
2,76 4,59 
-
1,83 
0,000994552 
1,53189E-
08 0,001 0,00 0,0010 4,46 
-
4,35 
-
4,35 1,444E-06 2,944E-11 0,000 0,00 1,38E-06 
13,4
9 7,38 
24,6
6 
0,049727603 
7,65944E-
07 0,050 0,00 0,0478 
32,7
8 
57,0
9 2,63 0,0007218 1,472E-08 0,001 0,00 6,89E-04 
19,8
0 
27,8
7 
15,3
5 
0,080205811 
1,23539E-
06 0,080 0,00 0,08 
19,3
1 
22,2
8 
20,2
4 0,0010312 2,103E-08 0,001 0,00 9,84E-04 
20,3
4 
25,0
0 
28,5
2 
0,100257264 
1,54424E-
06 0,100 0,00 0,10 
23,2
9 9,57 
50,4
0 0,1031192 2,103E-06 0,103 0,00 0,0984 
-
0,56 
20,5
5 
24,1
7 
0,497276029 
7,65944E-
06 0,497 0,02 0,48 
43,7
0 
34,6
4 
31,9
3 0,5018469 1,024E-05 0,502 0,02 0,4787 
89,3
7 
74,6
7 
83,7
8 
0,850181598 
1,30952E-
05 0,850 0,03 0,82 
77,0
8 
64,1
2 
54,2
9 0,7974554 1,626E-05 0,797 0,04 0,7607 
107,
37 
108,
51 
102,
72 
1,000166465 
1,54054E-
05 1,000 0,04 0,96 
72,9
2 
85,3
8 
85,0
4 0,9968192 2,033E-05 0,997 0,05 0,9509 
112,
65 
102,
41 
109,
13 
1,499848668 
2,31019E-
05 1,500 0,06 1,44 
100,
11 
102,
23 
101,
98 2,5023599 5,104E-05 2,502 0,12 2,3870 
112,
03 
114,
93 
116,
17 
2,00033293 
3,08107E-
05 2,000 0,08 1,92 
104,
94 
103,
59 
107,
31 2,7979684 5,707E-05 2,798 0,13 2,6690 
109,
86 
112,
55 
109,
03 
0 0 0,000 0,00 0,00 
20,9
5 
-
18,1
7 
-
2,78 0 0 0,000 0,00 0 
-
15,8
6 9,79 6,07 
0 0 0,000 0,00 0,00 
-
2,76 4,59 
-
1,83 0 0 0,000 0,00 0 0,40 
-
3,14 2,74 
0,000481235 
7,41236E-
09 0,000 0,00 0,00 
16,2
8 
-
7,21 4,38 0,001 2,04E-08 0,001 0,00 0,0010 
-
6,04 5,15 
-
6,92 
0,004812349 
7,41236E-
08 0,005 0,00 0,00 0,08 
-
3,02 2,87 0,005 1,02E-07 0,005 0,00 0,0048 
-
3,86 
-
8,70 
-
9,74 
0,009624697 
1,48247E-
07 0,010 0,00 0,01 
-
33,2
4 
-
10,1
6 
13,6
4 0,05 1,02E-06 0,050 0,00 0,0477 
28,0
2 
20,1
3 
40,1
8 
0,048123487 
7,41236E-
07 0,048 0,00 0,05 0,70 
19,0
2 
16,5
3 0,2 4,079E-06 0,200 0,01 0,1908 
24,4
0 
20,2
1 
28,8
2 
0,088226392 
1,35893E-
06 0,088 0,00 0,08 
-
1,26 
18,8
1 
17,6
7 0,3 6,119E-06 0,300 0,01 0,2862 
23,1
9 
28,5
0 
33,1
7 
0,296761501 
4,57096E-
06 0,297 0,01 0,29 
32,8
8 
23,9
9 
34,9
5 0,4 8,158E-06 0,400 0,02 0,3816 
23,6
7 
35,5
1 
46,0
5 
0,601543584 
9,26545E-
06 0,602 0,02 0,58 
42,3
0 
45,7
2 
49,0
3 0,6 1,224E-05 0,600 0,03 0,5723 
56,0
4 
55,1
5 
66,5
1 
0,899909201 
1,38611E-
05 0,900 0,04 0,86 
57,2
0 
47,6
8 
63,9
3 0,7 1,428E-05 0,700 0,03 0,6677 
84,3
0 
81,0
0 
89,4
5 
1,203087167 
1,85309E-
05 1,203 0,05 1,16 
79,2
5 
88,3
5 
82,4
5 0,9 1,836E-05 0,900 0,04 0,8585 
90,9
8 
98,2
3 
96,6
2 
0 0 0,000 0,00 0,00000 
-
15,8
6 9,79 6,07 
0 0 0,000 0,00 0,00000 0,40 
-
3,14 2,74 
0,0005 7,7014E- 0,000 0,00 0,00048 5,80 7,09 
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09 
0,01 
1,54028E-
07 0,010 0,00 0,00960 
-
0,89 
0,05 
7,7014E-
07 0,050 0,00 0,04802 5,50 
0,08 
1,23222E-
06 0,080 0,00 0,07684 
-
9,64 
0,1 
1,54028E-
06 0,100 0,00 0,09605 0,19 
-
5,69 
0,18 
2,7725E-
06 0,180 0,01 0,17289 2,84 
0,23 
3,54264E-
06 0,230 0,01 0,22091 
13,7
1 
106,
95 
0,7 
1,0782E-
05 0,700 0,03 0,67234 
26,7
6 
35,5
3 
0,85 
1,30924E-
05 0,850 0,03 0,81642 
107,
43 
 
 
 
Oxalsäuremonoamid 
Umrechnung des Sorptionsverlustes, wenn fs als 
Faktor gegeben: c [mM] *fs 
Umrechnung des 
Sorptionsverlustes, wenn fs in 
[%] gegeben: (fs/100) * c 
[mM] 
Nominalkonzentration [mM] 
Änderung Konzentration 
mit Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0000 0,025 
0 0 0,000 0,00 0,00 -10,57 17,46 -6,89 -19,54 -22,26 41,80 
0,00 -1,26 -3,87 5,13 -5,92 6,94 -1,02 
0,002266143 7,65515E-13 0,002 0,00 0,00 -11,46 6,36 -37,89 
0,002278495 7,69688E-13 0,002 0,00 0,00 3,36 -12,95 -25,14 
0,022661426 7,65515E-12 0,023 0,00 0,02 -62,95 14,96 -0,03 
0,022784952 7,69688E-12 0,023 0,00 0,02 8,00 16,75 3,76 
0,226614262 7,65515E-11 0,227 0,01 0,22 -66,10 -70,29 -48,27 
0,227849523 7,69688E-11 0,228 0,01 0,22 -4,33 -3,27 -2,61 
0,679842785 2,29654E-10 0,680 0,02 0,66 -27,09 -9,05 8,46 
0,80658731 2,72469E-10 0,807 0,02 0,79 -5,39 -13,88 -22,23 
1,512920831 5,11073E-10 1,513 0,04 1,48 10,52 -0,49 29,34 
2,266142617 7,65515E-10 2,266 0,06 2,21 -52,25 -52,99 -15,03 
2,278495227 7,69688E-10 2,278 0,06 2,22 4,95 16,08 2,43 
3,852442448 1,30138E-09 3,852 0,09 3,76 3,32 19,47 22,82 
4,545597979 1,53553E-09 4,546 0,11 4,43 27,35 33,98 6,41 
5,046866929 1,70486E-09 5,047 0,12 4,92 44,85 35,70 41,80 
6,79842785 2,29654E-09 6,798 0,17 6,63 7,10 32,26 47,26 
12,69039865 4,28688E-09 12,690 0,31 12,38 88,57 92,66 90,56 
18,15960696 6,13441E-09 18,160 0,45 17,71 96,16 104,51 108,48 
22,66142617 7,65515E-09 22,661 0,56 22,10 99,79 102,41 103,67 
0 0 0,000 0,00 0,00 4,05 -4,05 
0 0 0,000 0,00 0,00 -4,23 4,23 
0 0 0,000 0,00 0,00 -3,62 3,62 
0,0045 1,52708E-12 0,005 0,00 0,00 7,54 6,18 
0,0053 1,79657E-12 0,005 0,00 0,01 4,15 6,27 
1,1408 3,85364E-10 1,141 0,03 1,11 15,48 17,09 
12,1525 4,10516E-09 12,152 0,30 11,85 58,53 65,39 
15,2105 5,13819E-09 15,211 0,38 14,84 81,92 74,16 
26,5918 8,98285E-09 26,592 0,66 25,94 101,63 102,26 
 
 
Heptafluorbutansäure 
Nominalkonzentration [mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
7,6421 0,063 
0 0 0,000 0,00 0,00 -1,32 6,47 -5,15 4,28 0,52 -4,80 
0,00 20,78 2,41 -23,19 11,40 -7,72 -3,68 
0,010009344 0,000764923 0,009 0,00 0,01 25,392171 18,526480 -1,68 
0,0999 0,007634449 0,092 0,01 0,09 -23,289817 0,99 -6,68 
0,10009344 0,007649232 0,092 0,01 0,09 -3,27 -4,22 -13,78 
0,2997 0,022903346 0,277 0,02 0,26 18,537859 16,814621 20,104439 
0,300280321 0,022947695 0,277 0,02 0,26 14,45 8,82 -3,46 
0,12987 0,009924783 0,120 0,01 0,11 -10,76 -22,04 -25,17 
1,000934405 0,076492316 0,924 0,06 0,87 9,42 -16,07 -7,69 
1,165833 0,089094016 1,077 0,07 1,01 10,08 14,78 5,22 
5,612932162 0,42894537 5,184 0,33 4,86 50,34 54,41 61,31 
5,997906933 0,458365492 5,540 0,35 5,19 20,19 15,11 12,92 
8,007475238 0,611938526 7,396 0,47 6,93 73,57 74,89 67,60 
10,00934405 0,764923157 9,244 0,58 8,66 27,94 34,83 19,16 
15,01401607 1,147384735 13,867 0,87 12,99 103,27 101,78 101,86 
17,78583442 1,35920961 16,427 1,03 15,39 111,59 106,11 118,33 
20,0186881 1,529846314 18,489 1,16 17,33 103,03 102,06 103,65 
24,98486264 1,90936588 23,075 1,45 21,62 105,24 106,15 105,94 
29,95103719 2,288885447 27,662 1,74 25,92 106,11 112,85 110,34 
 
3,5-Diiodsalicylsäure 
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung Konzentration 
mit Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0001 0,259 
0 0 0,000 0,00 0,000 12,53 -7,36 -5,17 -3,04 -2,16 5,20 
0,000 -15,16 4,92 10,24 -18,29 6,81 11,47 
9,88128E-05 5,81605E-11 0,000 0,00 0,000 16,60 0,82 9,94 
0,0001 5,88593E-11 0,000 0,00 0,000 8,62 -5,06 -0,40 
0,000296438 1,74482E-10 0,000 0,00 0,000 -24,52 -10,49 -18,30 
0,0003 1,76578E-10 0,000 0,00 0,000 -14,08 -1,15 0,35 
0,000988128 5,81605E-10 0,001 0,00 0,001 18,883367 8,886291 30,458930 
0,001 5,88593E-10 0,001 0,00 0,001 3,51 -7,77 -5,66 
0,002964384 1,74482E-09 0,003 0,00 0,002 -27,16 -6,20 -1,11 
0,003 1,76578E-09 0,003 0,00 0,002 -16,33 -9,42 -10,92 
0,005533517 3,25699E-09 0,006 0,00 0,004 10,99 33,18 21,95 
0,0056 3,29612E-09 0,006 0,00 0,004 8,62 14,33 11,62 
0,007 4,12015E-09 0,007 0,00 0,005 -15,58 -1,60 -0,10 
0,009 5,29734E-09 0,009 0,00 0,007 24,25 6,66 23,20 
0,00988128 5,81605E-09 0,010 0,00 0,007 -27,51 -10,32 10,201695 
0,02 1,17719E-08 0,020 0,01 0,015 16,43 45,29 24,70 
0,029673514 1,74656E-08 0,030 0,01 0,022 49,40 53,43 64,48 
0,08 4,70875E-08 0,080 0,02 0,059 105,11 100,30 107,82 
0,098812803 5,81605E-08 0,099 0,03 0,073 102,89 100,53 97,54 
0,296735144 1,74656E-07 0,297 0,08 0,220 102,63 104,30 103,42 
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Trichloressigsäure 
Nominalkonzentration [mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0017 0,039 
0 0 0,000 0,00 0,000 -25,09 17,27 7,83 23,41 -8,95 -14,46 
0,000 7,31 12,99 14,28 -11,67 -2,84 14,51 
0,010 1,68738E-07 0,010 0,00 0,010 0,00 0,00 0 
0,100119862 1,6894E-06 0,100 0,00 0,096 16,20 7,67 -18,814686 
0,300359586 5,0682E-06 0,300 0,01 0,289 32,656765 10,48 6,89 
0,497101414 8,38797E-06 0,497 0,02 0,478 7,97 19,01 0,70 
0,798713508 1,34773E-05 0,799 0,03 0,767 13,81 17,67 7,00 
1,00119862 1,6894E-05 1,001 0,04 0,962 99,733742 97,479834 95,733288 
1,496889651 2,52582E-05 1,497 0,06 1,438 28,46 45,74 31,45 
1,69796438 2,8651E-05 1,698 0,07 1,631 32,50 35,95 53,36 
3,264778109 5,50891E-05 3,265 0,13 3,136 40,275701 7,588621 -1,738161 
3,289805986 5,55114E-05 3,290 0,13 3,160 58,30 50,64 28,72 
5,585409144 9,42469E-05 5,585 0,22 5,365 66,15 78,30 72,82 
5,606712273 9,46063E-05 5,607 0,22 5,386 -4,408485 33,290290 23,682931 
5,976387784 0,000100844 5,976 0,24 5,741 107,50 109,53 110,36 
7,484448253 0,000126291 7,484 0,29 7,190 111,48 112,77 109,71 
8,182624396 0,000138072 8,182 0,32 7,860 110,52 113,40 113,49 
10,0119862 0,00016894 10,012 0,39 9,618 96,26 101,39 102,19 
16,97684617 0,000286463 16,977 0,67 16,308 108,98 104,26 102,63 
32,64778109 0,000550891 32,647 1,29 31,362 102,10 102,10 101,49 
100,119862 0,001689399 100,118 3,94 96,177 100,09 99,11 99,35 
 
 
L Milchsäure 
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung Konzentration 
mit Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung Konzentration 
mit Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0080 0,027 
0 0 0,000 0,00 0,000 -9,21 -11,48 20,69 -3,07 8,87 -5,80 
0,00 12,20 0,50 -12,70 7,94 -3,65 -4,29 
0,100356744 8,02323E-06 0,100 0,00 0,098 -17,48 -10,46 -18,45 
0,302173254 2,41579E-05 0,302 0,01 0,294 19,80 8,38 -5,31 
1,013704485 8,10427E-05 1,014 0,03 0,987 6,57 -1,37 -9,35 
1,685773757 0,000134773 1,686 0,05 1,641 -9,75 -21,73 -23,95 
2,37908238 0,000190201 2,379 0,06 2,315 -13,50 -16,64 -13,44 
3,024311723 0,000241785 3,024 0,08 2,943 -1,02 -3,55 -1,98 
4,255961323 0,000340252 4,256 0,11 4,142 1,49 -2,84 -18,73 
5,600577265 0,00044775 5,600 0,15 5,450 -13,95 -25,29 -10,43 
7,575611155 0,000605648 7,575 0,20 7,373 43,08 44,07 32,17 
9,107757232 0,000728138 9,107 0,24 8,864 29,84 46,31 46,93 
10,05303619 0,000803711 10,052 0,27 9,784 60,89 67,68 67,36 
11,10805905 0,000888057 11,107 0,30 10,810 49,66 52,91 36,49 
12,08693016 0,000966315 12,086 0,32 11,763 63,62 56,86 56,38 
13,40627817 0,001071793 13,405 0,36 13,047 66,74 65,73 61,72 
17,05375777 0,001363398 17,052 0,46 16,597 94,03 93,10 94,18 
23,91850264 0,001912214 23,917 0,64 23,277 105,78 105,39 104,00 
30,01909414 0,002399938 30,017 0,80 29,215 103,88 107,53 104,19 
56,00577265 0,004477497 56,001 1,50 54,505 106,07 107,55 108,06 
 
 
Mefenaminsäure 
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0000 0,401 
0 0 0,000 0,00 0,000 6,40 -2,86 -3,54 5,18 9,33 -14,51 
0,000 -2,56 -3,11 5,67 -4,45 -1,13 5,57 -5,71 
2,93436E-05 5,76438E-13 0,000 0,00 0,000 13,05 5,25 14,77 
9,90814E-05 1,9464E-12 0,000 0,00 0,000 7,81 3,31 
0,000100405 1,9724E-12 0,000 0,00 0,000 -19,956356 -16,394191 -26,302621 
0,000293436 5,76438E-12 0,000 0,00 0,000 15,21 12,68 13,26 
0,000990814 1,9464E-11 0,001 0,00 0,001 20,53 45,302517 
0,001004052 1,9724E-11 0,001 0,00 0,001 14,445190 7,075153 -8,779009 
0,001275048 2,50476E-11 0,001 0,00 0,001 34,29 33,19 36,19 
0,00174664 3,43118E-11 0,002 0,00 0,001 42,52 45,37 41,47 
0,002309118 4,53614E-11 0,002 0,00 0,001 48,56 59,41 57,32 
0,002972442 5,8392E-11 0,003 0,00 0,002 35,58 37,77 
0,003012155 5,91721E-11 0,003 0,00 0,002 15,517767 18,785423 15,475694 
0,005548558 1,08998E-10 0,006 0,00 0,003 44,66 51,30 
0,005622688 1,10455E-10 0,006 0,00 0,003 57,169864 40,565122 37,760267 
0,007401019 1,45389E-10 0,007 0,00 0,004 69,51 77,96 73,45 
0,009908139 1,9464E-10 0,010 0,00 0,006 68,92 62,92 
0,010040515 1,9724E-10 0,010 0,00 0,006 52,268660 48,748567 49,155271 
0,016883469 3,31667E-10 0,017 0,01 0,010 75,82 77,23 
0,017109038 3,36098E-10 0,017 0,01 0,010 69,272813 67,253318 68,669769 
0,029724417 5,8392E-10 0,030 0,01 0,018 103,75 105,94 
0,030121545 5,91721E-10 0,030 0,01 0,018 92,749450 85,120244 88,752531 
0,055359621 1,08751E-09 0,055 0,02 0,033 102,52 106,38 106,99 
0,099081391 1,9464E-09 0,099 0,04 0,059 101,95 106,22 
0,100405151 1,9724E-09 0,100 0,04 0,060 107,22 108,02 104,28 
0,296040756 5,81556E-09 0,296 0,12 0,177 105,56 104,81 102,30 
0,990813912 1,9464E-08 0,991 0,40 0,594 97,76 106,79 
1,004051506 1,9724E-08 1,004 0,40 0,602 105,27 104,60 110,98 
2,960407557 5,81556E-08 2,960 1,19 1,774 104,90 97,30 97,88 
 
 
Flufenaminsäure 
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0000 0,444 
0 0 0,000 0,00 0,000 12,28 -1,74 -10,54 3,30 9,73 -13,03 
0,000 -2,56 -3,11 5,67 -4,45 -1,13 5,57 -5,71 
2,91733E-05 4,08855E-12 0,000 0,00 0,000 17,410654 25,993380 13,515168 
0,000102884 1,44189E-11 0,000 0,00 0,000 -19,175237 -24,796387 -33,378557 
0,000103754 1,45408E-11 0,000 0,00 0,000 3,54 -12,01 
0,000172122 2,41224E-11 0,000 0,00 0,000 34,510443 32,731852 40,529485 
0,000302599 4,24084E-11 0,000 0,00 0,000 4,87 1,61 -14,56 
0,000305159 4,27672E-11 0,000 0,00 0,000 10,34 11,46 
0,00054554 7,64558E-11 0,001 0,00 0,000 50,006503 41,394277 49,340364 
0,001028838 1,44189E-10 0,001 0,00 0,001 0,63 -10,25 -5,01 
0,001037542 1,45408E-10 0,001 0,00 0,001 10,98 36,338386 
0,001729975 2,42451E-10 0,002 0,00 0,001 72,232708 70,609232 76,645879 
0,002917327 4,08855E-10 0,003 0,00 0,002 82,534072 
0,003025993 4,24084E-10 0,003 0,00 0,002 50,99 45,13 51,28 
0,003051595 4,27672E-10 0,003 0,00 0,002 31,45 46,79 
0,005751202 8,06014E-10 0,006 0,00 0,003 58,15 61,73 55,08 
0,005799861 8,12833E-10 0,006 0,00 0,003 66,58 66,42 
Anhang  A-29 
 
0,010288376 1,44189E-09 0,010 0,00 0,006 77,81 82,40 78,62 
0,010375422 1,45408E-09 0,010 0,00 0,006 90,76 86,29 
0,017503965 2,45313E-09 0,018 0,01 0,010 100,45 101,72 105,12 
0,03025993 4,24084E-09 0,030 0,01 0,017 109,58 105,35 107,49 
0,030515948 4,27672E-09 0,031 0,01 0,017 106,34 109,28 
0,055043914 7,71424E-09 0,055 0,02 0,031 105,49 100,86 105,21 
0,102883761 1,44189E-08 0,103 0,05 0,057 105,76 105,92 102,73 
0,103754223 1,45408E-08 0,104 0,05 0,058 107,30 107,45 
0,175039647 2,45313E-08 0,175 0,08 0,097 104,58 99,65 107,89 
0,302599296 4,24084E-08 0,303 0,13 0,168 101,34 99,43 97,32 
0,305159478 4,27672E-08 0,305 0,14 0,170 102,02 98,80 
0,550439142 7,71424E-08 0,550 0,24 0,306 109,86 110,05 107,99 
 
 
15-Hydroxypentadecansäure 
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0001 0,367 
0 0 0,000 0,00 0,000 8,10 -1,63 -6,47 7,03 -3,61 -3,42 
0,000 -11,602687 11,602687 23,925210 5,14 6,20 -11,34 
0,000100232 6,8368E-11 0,000 0,00 0,000 5,78 10,28 8,11 
0,000300697 2,05104E-10 0,000 0,00 0,000 16,97 -4,35 2,37 
0,000601393 4,10208E-10 0,001 0,00 0,000 26,72 6,62 10,83 
0,001002322 6,8368E-10 0,001 0,00 0,001 3,30 10,54 9,90 
0,001703947 1,16226E-09 0,002 0,00 0,001 16,73 33,80 23,65 
0,003006966 2,05104E-09 0,003 0,00 0,002 28,44 20,44 6,43 
0,004247678 2,89732E-09 0,004 0,00 0,003 54,78 70,26 63,83 
0,005613003 3,82861E-09 0,006 0,00 0,004 42,56 33,69 77,769761 
0,007585139 5,17379E-09 0,008 0,00 0,005 82,50 79,09 88,66 
0,01002322 6,8368E-09 0,010 0,00 0,006 98,65 97,91 101,90 
0,013349845 9,10587E-09 0,013 0,00 0,008 97,86 96,72 95,75 
0,017900929 1,22101E-08 0,018 0,01 0,011 102,67 96,29 96,01 
0,02396904 1,63492E-08 0,024 0,01 0,015 104,29 102,85 98,75 
0,030340557 2,06952E-08 0,030 0,01 0,019 99,15 97,61 97,39 
0,042780186 2,91802E-08 0,043 0,02 0,027 100,81 102,25 96,53 
0,056736842 3,87E-08 0,057 0,02 0,036 102,26 97,89 98,21 
0,075851393 5,17379E-08 0,076 0,03 0,048 95,02 97,38 102,05 
0,100232198 6,8368E-08 0,100 0,04 0,063 99,24 108,17 97,33 
 
2,3-Dibromopropionsäure 
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0007 0,038 
0 0 0,000 0,00 0,000 -19,65 -0,79 0,79 30,33 0,49 -0,49 
0,000 -15,99 15,08 0,90 21,63 0,49 -0,49 
0,000104471 7,48378E-10 0,000 0,00 0,000 36,81 33,667874 9,99 
0,000313728 2,24738E-09 0,000 0,00 0,000 8,70 8,25 3,57 
0,00100114 7,17164E-09 0,001 0,00 0,001 36,106567 21,459687 9,27 
0,010011399 7,17164E-08 0,010 0,00 0,010 17,22 20,84 15,63 
0,013640342 9,77122E-08 0,014 0,00 0,013 45,47 44,15 23,20 
0,02523069 1,80739E-07 0,025 0,00 0,024 41,12 39,05 49,37 
0,03006426 2,15365E-07 0,030 0,00 0,029 39,26 63,10 45,48 
0,044153707 3,16294E-07 0,044 0,00 0,042 58,70 53,88 58,87 
0,058537111 4,19329E-07 0,059 0,00 0,056 67,82 64,02 54,14 
0,078845905 5,64811E-07 0,079 0,00 0,076 76,32 68,69 76,16 
0,100113986 7,17164E-07 0,100 0,00 0,096 80,95 86,14 88,95 
0,186960366 1,33929E-06 0,187 0,01 0,180 96,01 97,39 95,69 
0,300642601 2,15365E-06 0,301 0,01 0,289 98,16 100,30 99,58 
0,597317462 4,27887E-06 0,597 0,02 0,575 103,54 102,27 102,23 
0,998133437 7,1501E-06 0,998 0,04 0,961 110,08 107,10 106,11 
2,997406737 2,14718E-05 2,997 0,11 2,885 108,18 106,40 107,94 
30,06426015 0,000215365 30,064 1,13 28,932 106,40 105,78 107,17 
 
3,4-Dihydroxybenzoesäure 
Nominalkonzentration 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert 
[mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,2923 0,034 
0 0 0,000 0,00 0,000 2,57 2,75 -5,31 0,04 -0,04 -20,06 
0,000 1,14 6,85 -7,99 -2,77 -1,99 4,75 -8,04 
0,0657 0,000191909 0,065 0,00 0,063 0,56 5,16 -3,20 
0,101016091 0,00029522 0,101 0,00 0,097 0,703055 26,57 26,86 
0,1203 0,000351569 0,120 0,00 0,116 19,34 0,88 13,15 
0,1610 0,000470521 0,161 0,01 0,155 9,53 17,596470 2,57 
0,2854 0,000833986 0,285 0,01 0,275 10,69 21,124108 10,11 
0,3826 0,001118149 0,381 0,01 0,368 -0,28 16,29 4,11 
0,5147 0,001504082 0,513 0,02 0,496 18,71 17,69 19,58 
0,6449 0,001884728 0,643 0,02 0,621 4,55 25,18 7,64 
0,9045 0,002643378 0,902 0,03 0,871 11,65 16,15 13,01 
0,9045 0,002643378 0,902 0,03 0,871 73,676250 75,162207 85,980458 
0,986392421 0,002882738 0,984 0,03 0,950 69,256929 55,608457 58,691832 
2,944321957 0,008604799 2,936 0,10 2,835 46,81 27,342515 43,55 
5,496463794 0,016063449 5,480 0,19 5,292 93,44 137,351924 84,52 
9,8342136 0,02874055 9,805 0,34 9,469 91,01 134,291220 99,00 
16,87562938 0,049319131 16,826 0,58 16,249 130,92 129,98 127,81 
29,71061511 0,086829456 29,624 1,02 28,607 133,20 131,20 130,66 
56,4501687 0,164975966 56,285 1,93 54,353 139,00 131,76 138,29 
 
 
Triiodobenzoesäure Undecafluoroheaxnoic acid 
Nominalkonzentration [mM] endgültige Konzentration [mM] Hemmung [%] 
Nominalkonzentration [mM] 
endgültige 
Konzentration [mM] 
Hemmung 
[%] 
0 0,000 1,14 
0 0,000 1,14 6,85 0 0,000 -2,77 
0 0,000 -0,36 -5,36 0 0,000 -8,04 
0 0,000 2,84 -14,57 0 0,000 -10,34 
0 0,000 8,07 -2,68 0 0,000 -0,27 
0 0,000 -2,77 -1,99 0 0,000 -8,57 
0 0,000 -10,34 -32,30 0 0,000 10,89 
0 0,000 -0,14 -0,27 0 0,000 5,73 
0 0,000 -8,57 -24,91 0 0,000 -6,46 
0 0,000 10,89 14,02 0,0098 0,002 -0,56 
0,0001 0,000 0,00 0,00 0,0099 0,002 9,876098 
0,0002 0,000 1,69 4,14 0,0297 0,007 11,084193 
0,0005 0,000 1,59 6,14 0,0392 0,009 -7,64 
0,0012 0,001 26,112897 11,08 0,0997 0,023 18,62 
0,0030 0,002 30,648329 23,068644 0,2969 0,069 -3,120084 
0,0111 0,007 16,69 10,65 0,0997 0,023 4,93 
0,0180 0,011 11,51 13,35 0,9998 0,232 18,92 
0,0331 0,021 19,28 15,41 1,3274 0,308 7,400443 
Anhang  A-30 
 
0,0563 0,035 23,86 12,89 1,7755 0,413 14,017330 
0,0668 0,042 10,23 5,69 2,3692 0,551 11,399890 
0,0731 0,046 14,32 1,6971 0,394 0,14 
0,0793 0,050 17,50 17,50 1,7979 0,418 -5,41 
0,0877 0,055 19,32 21,14 1,8987 0,441 12,41 
0,0960 0,060 59,78 78,48 2,1508 0,500 13,82 
0,1104 0,069 114,73 118,05 2,2012 0,512 -3,453098 
0,1787 0,112 109,31 116,53 2,9999 0,697 27,90 
0,3310 0,208 125,92 127,55 4,3016 1,000 41,24 
0,4217 0,264 253,632638 292,771048 4,5984 1,069 50,91 
0,6521 0,409 164,837181 181,651865 5,6010 1,302 88,87 
0,7531 0,472 162,271541 180,441087 7,6174 1,770 103,57 
1,0032 0,629 146,380075 135,702827 9,9978 2,324 121,311999 
1,1035 0,692 128,01 124,35 13,3024 3,092 100,71 
1,6546 1,037 214,500603 209,720241 14,9995 3,486 125,848433 
1,7867 1,120 135,46 130,78 17,8112 4,139 105,35 
 
 
 
 
3,3,3-Trifluor-2-(trifluormethyl)-propionsäure Nitropropionsäure   
      
Nominalkonzentration [mM] 
endgültige 
Konzentration [mM] Hemmung [%] 
Nominalkonzentration 
[mM] 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%]   
0 3,88    
0 0,000 -6,85 0 0,000 -21,91 7,89 14,02 
0 0,000 -0,36 0 0,000 15,76 -2,15 -13,61 
0 0,000 4,66 0 0,000 22,779489 -7,01 -15,77 
0 0,000 -1,62 0 5,02 -3,81 -1,21 
0,001235568 0,001 23,627692 0 11,16 1,91 -13,08 
0,012737812 0,012 -2,30 0 -9,57 24,83 -15,25 
0,030244611 0,028 5,87 0 -8,53 8,56 -11,46 
0,127378118 0,117 -1,51 0 -12,39 4,91 7,48 
0,158 0,145 -30,258020 0,0572 0,056 19,899888 -14,37 -6,83 
0,302446111 0,277 10,41 0,1716 0,167 3,37  0,93 
0,515 0,472 2,08 0,180554249 0,176 -10,22 10,23 -0,51 
1,180 1,082 14,80 0,1906 0,185 -33,319944 -48,204575 -47,999220 
1,273781178 1,169 -5,83 0,541662748 0,527 15,12 7,33 4,81 
1,579 1,449 7,16 0,5716 0,556  14,81 12,74 
2,092 1,920 23,38 0,5718 0,556 -54,497119 -60,593579 -55,129582 
3,024461107 2,775 34,90 1,686640914 1,640 23,96 7,63 22,96 
3,751 3,441 53,39 1,7165 1,669 28,25 26,18 30,32 
4,974 4,564 102,21 1,7806 1,731 -6,688042 -14,424485 -5,582836 
6,672 6,121 108,43 2,3710 2,305 -22,820486 -19,540519 -7,062386 
10,07640908 9,244 101,36 2,24591871 2,183 44,12 26,78 26,16 
15,792 14,488 107,79 3,2013 3,112 55,94 60,81 56,77 
30,76766131 28,227 109,65 3,998616056 3,887 56,19 63,87 60,31 
   4,2213 4,103 65,78 59,64 34,09 
   4,403762177 4,281 86,52 85,73 81,93 
   4,6490 4,519 36,34 65,07 63,78 
   5,7245 5,565 108,55 102,59 101,64 
   7,112075915 6,914 106,98 108,12 105,72 
   7,5081 7,299 105,30 108,27 108,87 
   10,1874 9,903 113,71 110,53 108,68 
   12,59475983 12,243 102,41 104,87 104,66 
   13,2961 12,925 105,32 100,58 107,13 
   17,1649 16,686 107,65 114,95 111,97 
   22,4591871 21,832 105,72 104,67 107,34 
   23,7098 23,048 106,20 103,07 101,20 
 
Anhang  A-31 
 
     
     
     
     
     
 
 
Perfluorheptansäure 
Nominalkon
zentration 
[mM] 
Konzentratio
n [mM] real 
Hemmung 
[%]    
   
0,00 0,00 -21,908738 7,89 14,02 5,02 
0,00 0,00 15,756814 -2,15 -13,61 11,16 
0,00 0,00 22,779489 -7,01 -15,77 -9,57 
0,00 0,00 -1,21 -4,55 11,92 -3,81 
 0,00 0,00 -13,08 -12,39 4,91 1,91 
0,00 0,00 -15,25 1,43 4,32 24,83 
0,0001 0,00 -16,84 -22,48 -23,89 
0,187090589 0,01 -45,982742 -76,073857 -91,207112 
0,0300 0,00 1,33 -2,28 -0,49 
0,445387299 0,02 -51,762246 -44,902226 -38,035672 
0,594780531 0,02 -49,349931 -44,990175 -29,360385 
0,767189446 0,03 -4,797407 -23,958810 -6,769977 
0,0984 0,00 -11,19 -12,74 -8,76 
0,1781 0,01 -6,95 -51,475272 -39,576837 
0,3003 0,01 3,09 -1,41 2,78 
0,4240 0,02 -36,742518 -62,259944 -47,598494 
0,5662 0,02 -37,132644 -40,056092 -71,001863 
0,7482 0,03 -47,257758 -25,795368 -26,009279 
0,9992 0,04 9,40 6,86 -28,560353 
0,9994 0,04 -27,292744 -63,158465 -50,965546 
1,049941218 0,04 -32,589285 -24,561888 -0,19 
1,3290 0,05 -16,169379 -20,304989 -17,238934 
1,396198429 0,05 44,856074 108,62 107,29 
2,3656 0,09 101,05 107,92 107,48 
2,485233203 0,10 115,98 113,06 110,56 
2,9977 0,12 37,370986 59,296388 
5,6616 0,22 110,50 111,26 107,56 
5,947805307 0,23 112,72 112,44 109,10  
9,9922 0,39 110,67 110,85 108,14  
30,0012 1,17 111,49 110,16 111,72  
      
 
pH = 7,2 
 
Trichloressigsäure 
Nominalkonzentration [mM] 
Änderung Konzentration mit 
Flüchtigkeit 
Konzentration 
flüchtigkeitskorregiert [mM] 
Änderung 
Konzentration mit 
Sorption 
endgültige 
Konzentration 
[mM] Hemmung [%] 
0,0017 0,039 
0 0 0,000 0,00 0,000 -7,96 4,01 3,95 
0 0 0,000 0,00 0,000 1,10 -2,61 1,51 
0 0 0,000 0,00 0,000 -10,46 -8,38 18,84 
0 0 0,000 0,00 0,000 -1,69 7,72 -6,03 
0,0042 7,12067E-08 0,004 0,00 0,004 25,58 -27,96 -5,08 
0,01 1,69233E-07 0,010 0,00 0,010 6,76 -6,02 -1,40 
0,0150 2,52784E-07 0,015 0,00 0,014 -22,05 -38,97 -27,87 
0,0422 7,12067E-07 0,042 0,00 0,041 6,55 25,63 23,15 
0,10 1,69233E-06 0,100 0,00 0,096 -1,93 9,54 -7,13 
0,1498 2,52784E-06 0,150 0,01 0,144 -21,03 -30,36 -12,96 
0,30 5,08206E-06 0,301 0,01 0,289 20,43 -10,93 -0,25 
0,4220 7,12067E-06 0,422 0,02 0,405 -4,56 4,71 5,31 
1,00 1,69233E-05 1,003 0,04 0,963 0,37 6,45 4,30 
1,4981 2,52784E-05 1,498 0,06 1,439 -16,84 -15,10 -4,43 
1,70 2,87645E-05 1,705 0,07 1,638 6,55 17,62 22,53 
3,01 5,08206E-05 3,012 0,12 2,893 13,89 14,45 25,13 
4,2200 7,12067E-05 4,220 0,17 4,054 -17,39 -0,16 7,50 
5,63 9,50345E-05 5,632 0,22 5,410 95,47 107,12 99,12 
10,03 0,000169233 10,029 0,39 9,634 105,54 105,72 105,85 
14,9809 0,000252784 14,981 0,59 14,391 103,87 101,10 88,06 
17,8083 0,000300492 17,808 0,70 17,107 103,04 95,55 97,43 
30,12 0,000508206 30,118 1,19 28,932 99,34 101,76 98,77 
 
 
 
 
